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INTISARI

Nekrosis hepatosit merupakan kematian sel tidak terprogram akibat stres
oksidatif karena paparan zat toksik seperti aflatoksin B1 (AFB1). Antioksidan
diperlukan untuk mengatasi stres oksidatif, contohnya daun katuk (Sauropus
androgynus (L.) Merr.) yang mengandung klorofil. Namun, efek tablet ekstrak
klorofil daun katuk (TEKDK) terhadap jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang
diberi pakan mengandung AFB1 belum banyak diteliti. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui efek TEKDK terhadap jumlah nekrosis hepatosit tikus galur
Sprague Dawley jantan yang diberi pakan mengandung AFBL.

Penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan post-test only control
group design menggunakan tikus galur Sprague Dawley jantan sebanyak 48 ekor.
Tikus dibagi ke dalam 8 kelompok yaitu kelompok sehat (KS) diberi pakan standar;
kontrol negatif (K-) diberi pakan mengandung AFB1; perlakuan (P1), (P2), (P3),
(P4), dan (P5) masing-masing diberi pakan mengandung AFB1+TEKDK dengan
dosis yang berbeda: 0,016; 0,16; 1,6; 16; dan 160 mg/200 g BB/hari; kontrol positif
(K+) diberi pakan mengandung AFB1+silymarin 46,9 mg/kg BB/hari selama 28
hari. Jumlah nekrosis hepatosit diamati dari preparat hepar pewarnaan H&E dengan
mikroskop perbesaran 400x dalam 5 lapang pandang.

Rerata jumlah nekrosis hepatosit pada KS (5,50+6,06); K- (0,00+0,00); P1
(2,17+£5,31); P2 (0,00+0,00); P3 (1,67+4,08); P4 (0,00£0,00); P5 (0,00+0,00); K+
(1,67+4,08) sel. Hasil uji Kolmogorov-Smirnov menunjukkan distrubusi data tidak
normal (p<0,05). Hasil Levene Test diperoleh varian data tidak homogen (p<0,05).
Hasil uji Kruskal Wallis menunjukkan rerata jumlah nekrosis hepatosit diantara
seluruh kelompok tidak berbeda signifikan (p>0,05).

Kesimpulan penelitian ini adalah tidak terdapat efek TEKDK terhadap jumlah
nekrosis hepatosit tikus galur Sprague Dawley jantan yang diberi pakan
mengandung AFB1

Kata kunci: Tablet Ekstrak Klorofil Daun Katuk (TEKDK), Aflatoksin Bl,
Nekrosis Hepatosit

Xiii



BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Aflatoksin B1 (AFB1) merupakan produk metabolit sekunder yang
dihasilkan oleh fungi Aspergillus sp. khususnya A. flavus dan A. parasiticus.
Kontaminasi AFB1 dapat ditemukan pada produk pertanian seperti beras,
serealia, jagung dan kacang tanah, khususnya jika penyimpanan yang kurang
tepat seperti pada kondisi lembab. Paparan kontaminasi AFB1 pada
masyarakat Indonesia diperkirakan melalui makanan yang berbahan dasar
jagung dan kacang tanah seperti pada gado-gado, pecel, bakwan jagung, dan
lainnya diperkirakan masyarakat Indonesia dapat terkena paparan AFB1
(Nugraha et al., 2018). Pada tahun 1972, 1974, dan 1977 dilaporkan terjadi
cemaran aflatoksin di Indonesia, nhamun tidak diketahui jumlah korban jiwa
yang pasti (Broto, 2018). International Agency for Research on Cancer
(IARC) tahun 2012, melaporkan bahwa AFB1 menyebabkan hepatotoksisitas
dan hepatokarsinogenik pada manusia dan hewan.

Aflatoksin B1 menyebabkan peningkatan reactive species oxygen
(ROS) melalui bioaktivasi sitokrom P-450 (CYP450) yang ada di hati
(Marchese et al., 2018). Akibatnya aktivitas enzim antioksidan menurun
sehingga terjadi stres oksidatif. Souza et al. (2019) melaporkan bahwa pada
kelompok hewan yang diberi pakan mengandung AFB1 sebanyak 1893 ng/kg

BB, ditemukan tanda-tanda kerusakan hati yang signifikan. Pada hari ke-5



setelah pemberian pakan, terlihat perubahan patologis seperti anisositosis,
infiltrasi lemak sedang, kematian hepatosit melalui apoptosis dan/atau
nekrosis multifokal serta piknosis nuklear. Pada hari ke-10, tingkat keparahan
kerusakan meningkat. Selain apoptosis dan nekrosis yang lebih menyebar,
terjadi aktivasi sel ito. Pada bulan Juni 2016 di Tanzania dilaporkan terdapat
68 kasus dan sebanyak 20 diantaranya dinyatakan meninggal dunia. Kasus
yang terjadi berkaitan dengan konsumsi makanan yang terkontaminasi AFB1
tingkat tinggi. Individu yang mengonsumsi makanan tersebut ditandai dengan
penyakit kuning yang khas pada individu dengan penyakit hepar (Kamala et
al., 2018). Oleh karena itu, diperlukan upaya untuk mencegah kerusakan
hepar lebih lanjut akibat paparaan AFB1 dengan memanfaatkan bahan alami
sebagal antioksidan dari luar tubuh.

Katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.) merupakan tanaman obat
tradisional Indonesia yang banyak dibudidaya sebagai tanaman hias ataupun
dikonsumsi dalam bentuk sayuran. Daun katuk mengandung berbagai
senyawa yang bersifat antioksidan antara lain tanin, saponin, flavonoid,
alkaloid, protein, kalsium, fosfor, vitamin A, B, C (Tiara & Muchtaridi,
2018). Selain itu, Nurdin et al. (2009) melaporkan daun katuk juga
mengandung klorofil sebesar 1509,1 mg/kg sehingga dapat digunakan
sebagai antioksidan. Menurut Hsu et al., (2013) klorofil daun dapat
menghambat pembentukan ROS dengan menyumbangkan gugus hidroksil
(OH") sehingga menghentikan reaksi lipid peroxidase (LPO). Menurut

Allameh et al. (2023) dampak akumulasi ROS pada hepar menyebabkan



disfungsi hingga nekrosis sel sehingga diperlukannya suatu antioksidan dari
luar misalnya Kklorofil. Suparmi et al. (2016) melaporkan klorofil katuk
mengandung aktivitas antioksidan yang dapat menurunkan malondialdehid
(MDA), peningkatan kadar hemoglobin (Hb) dan ferritin pada tikus yang
diinduksi natrium nitrit (NaNOz) sehingga dapat digunakan sebagai
antianemia. Akan tetapi, penelitian mengenai efek klorofil daun katuk
terhadap jumlah nekrosis hepatosit akibat paparan AFB1 belum pernah
diteliti sebelumnya.

Aktivitas hepatoprotektif dari suatu antioksidan dapat diamati
berdasarkan jumlah nekrosis hepatosit. Hepatosit yang mengalami nekrosis
akibat paparan AFB1 ditandai dengan adanya gambaran inti sel yang
mengalami penyusutan bahkan menghilang disertai sitoplasma yang bewarna
lebih easinofilik (Ali et al., 2021). Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui efek tablet ekstrak klorofil daun katuk (TEKDK) terhadap

jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan mengandung AFB1.

1.2. Rumusan Masalah
Apakah tablet ekstrak klorofil daun katuk (Sauropus androgynus (L.)
Merr.) memiliki efek terhadap jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang

diberi pakan yang mengandung aflatoksin B1?



1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1.

1.3.2.

Tujuan Umum

Mengetahui apakah terdapat efek tablet ekstrak klorofil daun
katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.) terhadap jumlah nekrosis
hepatosit tikus yang diberi pakan mengandung aflatoksin B1.

Tujuan Khusus

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengetahui jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan
standar.

2. Mengetahui jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan
mengandung aflatoksin B1.

3. Mengetahui jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan
mengandung aflatoksin B1 dan tablet ekstrak klorofil daun katuk
dengan dosis 0,016 mg/200 g BB.

4. Mengetahui jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan
mengandung aflatoksin B1 dan tablet ekstrak klorofil daun katuk
dengan dosis 0,16 mg/200 g BB.

5. Mengetahui jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan
mengandung aflatoksin B1 dan tablet ekstrak klorofil daun katuk
dengan dosis 1,6 mg/200 g BB.

6. Mengetahui jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan
mengandung aflatoksin B1 dan tablet ekstrak klorofil daun katuk

dengan dosis 16 mg/200 g BB.



7. Mengetahui jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan
mengandung aflatoksin B1 dan tablet ekstrak klorofil daun katuk
dengan dosis 160 mg/200 g BB.

8. Mengetahui jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi pakan
mengandung aflatoksin B1 dan silymarin dengan dosis 46,9 mg/200
g BB.

9. Mengetahui perbedaan jumlah nekrosis tikus yang diberi pakan

mengandung aflatoksin B1 pada berbagai kelompok perlakuan.

1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini dapat digunakan untuk memperluas wawasan
keilmuan dan dapat menjadi bahan perkembangan penelitian
selanjutnya mengenai efek pada pemberian tablet ekstrak klorofil daun
katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.) terhadap jumlah nekrosis
hepatosit tikus yang diberi pakan mengandung aflatoksin B1.
Manfaat Praktis

Hasil penelitian ini dapat mendorong pemanfaatan daun katuk
(Sauropus androgynus (L.) Merr.) sebagai sumber antioksidan untuk

mencegah hepatotoksisitas akibat paparan aflatoksin B1.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Nekrosis Hepatosit

2.1.1.

2.1.2.

Deskripsi Hepar
Hepar merupakan organ terbesar tubuh dengan berat sekitar 1,4
kg. Hepar berperan dalam metabolisme di dalam tubuh yang
menghubungkan antara saluran pencernaan dengan organ-organ lain
pada tubuh. Saluran cerna yang menyerap nutrisi akan diubah menjadi
makronutrien seperti karbohidrat, lemak, vitamin, protein, dan
mikronutrien seperti vitamin. Selain itu, hepar merupakan tempat
detoksifikasi zat-zat berbahaya yang masuk ke dalam tubuh yang
kemudian dieksresikan ke dalam empedu (Kumar et al., 2018; Tortora,
Gerard J., 2017).
Fungsi Hepar
Hati memiliki beberapa fungsi menurut Guyton & Hall (2016)
diantaranya:
1) Metabolisme karbohidrat
Hati merupakan tempat penyimpanan glikogen dalam
jumlah besar sehingga sangat penting dalam menjaga kadar
glukosa darah normal. Hati juga dapat mensintesis glukosa dari

senyawa selain karbohidrat seperti mengubah asam amino dan



2)

3)

4)

asam laktat tertentu menjadi glukosa, dan dapat mengubah gula
lain seperti fruktosa dan galaktosa menjadi glukosa.
Metabolisme lemak

Fungsi hati dalam metabolisme lemak diantaranya hati dapat
memecah asam lemak untuk menghasilkan energi; mensintesis
lipoprotein, yang mengangkut asam lemak, trigliserida, dan
kolesterol ke dan dari sel-sel tubuh; mensintesis kolesterol; dan
menggunakan kolesterol untuk membuat garam empedu;
mensintesis lemak dari protein dan karbohidrat.
Metabolisme protein

Hepar mendeaminasi asam amino sehingga asam amino
dapat digunakan untuk produksi ATP atau diubah menjadi
karbohidrat atau lemak. Amonia beracun yang dihasilkan
kemudian diubah menjadi urea yang kurang beracun, yang
dikeluarkan melalui urin. Hepatosit juga mensintesis sebagian
besar protein plasma, seperti globulin alfa dan beta, albumin,
protrombin, dan fibrinogen.
Fungsi metabolik hati yang lain

Hati berperan sebagai tempat penyimpanan vitamin seperti
vitamin A, vitamin D, dan vitamin B12. Hepatosit mengandung
banyak protein yang disebut apoferritin yang berikatan dengan besi
membentuk ferritin dan disimpan di hati. Hati juga membentuk zat-

zat darah yang digunakan untuk koagulasi seperti fibrinogen,



5)

6)

prothrombin, globulin akselerator, faktor VII, dan beberapa faktor
koagulasi lainnya. Selain itu, hati mengeksreikan Obat-obatan
seperti sulfonamid, penisilin, ampisilin, dan eritromisin ke dalam
empedu. Tidak hanya obat-obatan saja tetapi juga hormon dan zat-
zat berbahaya dieksresikan oleh hati ke dalam empedu.
Pembentukan dan Eksresi Empedu

Hepar berfungsi mengeksresikan empedu yang mengandung
unsur 97% air, elektrolit dan garam empedu. Sebanyak satu liter
per hari empedu dieksresi ke dalam usus halus. Usus halus akan
menyerap sebagian garam empedu dan mengalirkannya kembali ke
hati.
Detoksifikasi

Hati berperan sebagai organ - detoksifikasi dengan
menetralisir zat-zat beracun dalam tubuh. Proses ini melibatkan
enzim-enzim hati - yang mengubah racun, obat-obatan, dan
metabolit berbahaya menjadi senyawa yang lebih aman dan mudah
dikeluarkan melalui urine atau empedu. Selain itu, hati juga
membantu menguraikan alkohol, amonia, serta berbagai zat kimia
dari makanan dan lingkungan, sehingga menjaga keseimbangan

serta kesehatan tubuh.



2.1.3. Histologi Hepar

Hepar terbagi menjadi empat bagian atau lobus yaitu lobus kanan,
lobus kiri, lobus quadratus, dan lobus kaudatus. Secara mikroskopik
lobus hepar dibagi menjadi bagian yang disebut lobulus. Lobulus hati
berbentuk heksagonal, dimana setiap lobulus mengandung hepatosit
(Gambar 2.1). Hepatosit adalah sel epitel kuboid atau polihedral besar,
dengan inti pusat bulat besar dan sitoplasma eosinofilik yang
mengandung mitokondria. Bagian tengah setiap lobulus terdapat vena
sentralis dan daerah perifer lobulus terdapat jaringan ikat, pembuluh
limfatik, dan triad porta. Triad porta berisi cabang arteriol dari arteri
hepatika yang mensuplai oksigen (O2), cabang venula dari vena porta
yang kaya nutrisi tapi rendah O», dan satu atau dua duktus biliaris. Di
sekitar vena sentral tersusun lempeng hepatosit yang berderet secara
radier. Celah diantara lempeng-lempeng ini mengandung kapiler yang

disebut dengan sinusoid (Eroschenko, 2015; Mescher, 2016).

1 Central vein

2 Plates of

hepatic cells 4 Endothelium

3 Sinusoids

5 Portal vein

6 Hepatic artery
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Gambar 2.1 Histologi Hepar Normal (Eroschenko, 2015)
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Sinusoid hepatik merupakan saluran darah yang berliku-liku dan
melebar. Sinusoid dibatasi oleh 3 macam sel, yaitu sel endotel yang
berinti pipih gelap sebagai pertukaran metabolit antara hepatosit dan
darah, sel makrofag yang disebut sel kupffer, dan sel ito atau sel stelata
hati sebagai sel penyimpanan lemak utama dan penyimpanan vitamin
A dalam tubuh. Sinusoid muncul dari cabang perifer vena porta dan
arteri hepatik kemudian menyatu pada vena sentralis lobulus sehingga
aliran darah di hepar disebut asinus hepatik (Eroschenko, 2015;
Mescher, 2016). Asinus hepatik dapat dibagi menjadi 3 zona, dengan
zona | terletak paling dekat dengan arteriol hepatik dan venula hepatik
sehingga paling banyak menerima darah yang kaya oksigen, zona Il
adalah zona perantara antara zona | dan 1, sedangkan zona I11 terletak
paling jauh sehingga darah menerima sedikit O2. Zona Il merupakan
zona pertama yang terkena nekrosis iskemik dikarenakan kandungan
O2 yang rendah (Ovalle & Nahirney, 2020).

Histopatologi Hepar

Kerusakan hepar dapat disebabkan oleh berbagai faktor seperti
infeksi virus, obat-obatan, paparan alkohol, dan paparan zat-zat
berbahaya yang masuk ke dalam tubuh. Mekanisme kerusakan hepar
secara histologi ditandai dengan adanya perubahan seluler berupa
perubahan reversibel dan irreversibel. (Kumar et al., 2018) melaporkan

macam-macam kerusakan sel yang reversibel terdiri dari:
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1) Degenerasi hidropik: terdapat timbunan air di dalam sitoplasma
sehingga reticulum endoplasma melepar dan terlepar. Hal itu
menyebabkan terbentuknya vakuola-vakuola kecil yang jernih di
sitoplasma.

2) Degenerasi perlemakan: terdapat akumulasi lemak dalam hepar
sehingga akan didapatkan gambaran hepatosit dengan vakuola
kosong yang mendesak inti sel ke arah perifer.

Kerusakan sel reversibel dapat dikompensasi oleh hepatosit
sehingga jejas mereda dan sel kembali normal. Jika kerusakan yang
terjadi cukup -berat dan berlangsung lama, maka sel tidak dapat
mengkompensasi lagi sehingga terjadi perubahan irreversibel berupa
nekrosis.  Nekrosis adalah kematian sel akibat hilangnya integritas
membran plasma sehingga isi sel keluar kemudian masuk ke rongga
ekstraseluler. Menurut (Kumar et al., 2018) nekrosis ditandai dengan
adanya perubahan destruksi nukleus yang dibagi menjadi 3 pola, antara
lain:

1) Kariolisis : warna basofil, kromatin- memudar

2) Piknosis : peningkatan warna basofil, inti mengecil dan sel menyusut

3) Karioreksis : inti piknotik terpecah

Faktor yang Mempengaruhi Kerusakan Hepar

1) Infeksi virus

Infeksi virus seperti virus yang menyebabkan penyakit

hepatitis termasuk virus hepatitis B, virus hepatitis C. Virus



12

hepatitis B menyebakan nekroinflamasi hepatosit akibat aktivitas
protein spesifik virus hepatitis B yang berintegrasi dengan gen hati,
sedangkan virus hepatitis C diduga melalui aktivitas nekroinflamasi
kronik dan sirosis hati (Rizzo et al., 2022).
2) Obat-obatan

Obat-obatan yang bersifat hepatotoksik seperti Non Steroid
Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDSs), antibiotik, antipiretik dapat
menyebabkan kerusakan hepar jika dikonsumsi berlebihan ataupun
dalam jangka waktu lama. Obat golongan NSAIDs seperti
acetaminophen atau biasa Kkita ketahui sebagai paracetamol
memiliki efek samping hepatotoksik. Jika dosis parasetamol yang
dikonsumsi-melebihi batas terapi, hepar akan kehabisan cadangan
asam glukoronat dan asam sulfat yang biasanya digunakan untuk
mengkonjugasi parasetamol. Akibatnya, terbentuklah metabolit
reaktif berlebihan yang disebut N-asetil p benzoquinonimin
(NAPQI). Selama glutation masih tersedia dalam jumlah cukup,
NAPQI akan dinetralkan sehingga tidak menyebabkan kerusakan
hati. Namun, jika glutation terpakai terus-menerus, maka terjadi
pengurangan cadangan glutation dan akumulasi NAPQI yang
toksik. Metabolit tersbut dapat menyebabkan kerusakan hati dengan
berikatan pada gugusan nukleofilik pada makromolekul hepatosit,
seperti protein, yang mengakibatkan hepatotoksisitas dan nekrosis

hati. Akumulasi NAPQI dalam tubuh juga dapat berinteraksi
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dengan sel dan protein mitokondria, menyebabkan kerusakan
struktur mitokondria dan menginduksi stress oksidatif dan
menyebabkan kerusakan hepatosit (Yan et al., 2018).
3) Alkohol

Alkohol (etanol) harus dimetabolisme di hati untuk
dihilangkan dari tubuh. Proses ini melibatkan enzim-enzim seperti
alkohol dehidrogenase dan aldehid dehidrogenase yang mengubah
alkohol menjadi asetaldehid, dan kemudian menjadi asam asetat.
Selama proses ini, radikal bebas seperti radikal hidroksil dapat
terbentuk, yang berperan dalam kerusakan hepatosit. Jika alkohol
dikonsumsi secara berlebihan dan jangka waktu yang lama dapat
mengakibatkan penumpukan asetaldehid di dalam hati sehingga
hepatosit mengalami kematian (Betty & Christin, 2018).

4) Usia

Semakin bertambahnya usia, terjadi perubahan pada
hepatosit meliputi perubahan volume, poliploidi, akumulasi
lipofuscin  di dalam hepatosit, penurunan area reticulum
endoplasma halus, dan penurunan jumlah serta disfungsi
mitokondria. Penurunan jumlah dan disfungsi mitokondria
berdampak pada penurunan ATP sehingga dapat meningkatkan
kerentanan terhadap cidera. Dalam urutan proses cidera dan
regenerasi hati, penuaan mengurangi kemampuan regeneratif yang

secara signifikan memperlambah pemulihan fungsi hati. Berbeda
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dengan hati hewan muda yang dapat cepat pulih untuk
mengembalikan homeostasis setelah cidera, hati hewan tua
menunjukkan penurunan proliferasi yang signifikan. Kerusakan
DNA terlihat pada hewan tua disebabkan oleh akumulasi kerusakan
endogen seingin bertambahnya usia, yang terjadi akibat perbaikan
yang tidak memadai sehingga meningkatkan cidera akibat paparan
zat toksik (Kim et al., 2015).
5) Merokok

Kebiasaan merokok bisa menjadi salah satu faktor penyebab
kanker ‘hati, terutama jika dikombinasikan dengan konsumsi
alkohol dan obesitas. Rokok mengandung zat beracun dan hati
berperan sebagai organ yang menetralisir racun yang masuk melalui
darah. Selain itu, nikotin dapat meningkatkan kadar lemak dalam

darah, yang berpotensi menyebabkan gangguan pada fungsi hati.

2.2. Tablet Ekstrak Klorofil Daun Katuk
2.2.1. Daun Katuk
Katuk memiliki nama latin Sauropus androgynus (L.) Merr.
merupakan tanaman obat yang tersebar luas di wilayah Asia meliputi
Indonesia, Thailand, Malaysia, Kamboja, Filipina, dan Vietnam (Zhang
et al., 2020). Katuk dapat tumbuh di tempat yang lembab dan suhu
tinggi. Katuk juga dapat tumbuh sebagai tanaman pagar di pekarangan

atau kebun sayur, pada lahan dengan ketinggian 5-1300 mdpl (Hayati



15

et al., 2016). Daun katuk merupakan daun tunggal dengan bentuk
helaian daun lonjong sampai bundar dan terkadang lanset permukaan
atasnya berwarna hijau gelap sedangkan permukaan bawah bewarna
hijau muda sehingga tampak pertulangan daun yang jelas. Taksonomi
dari katuk menurut Santosa (2013) adalah:
Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Sub divisi : Angiospermae
Class : Euphorbiales
Familia : Euphorbiaceae
Genus : Sauropus

Species : Sauropus androgynus (L.) Merr.
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Gambar 2.2 Tanaman Katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.

Daun katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr. memiliki banyak
kandungan senyawa yaitu tannin, saponin, flavonoid, alkaloid, protein,

fosfor, vitamin A, B, dan C sehingga berpotensi sebagai pengobatan
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alami (Tiara & Muchtaridi, 2018). Selain itu, Nurdin et al. (2009)
melaporkan daun katuk juga mengandung Klorofil sebesar 1509,1
mg/kg sehingga dapat digunakan sebagai antioksidan. Daun katuk
dapat digunakan untuk mencegah anemia (Suparmi et al., 2016),
meningkatkan produksi ASI (Nurjanah et al., 2018), sebagai
antimalaria (Ekasari et al., 2022), dan lain-lain. Santosa (2013)
melaporkan bahwa mengonsumsi daun katuk secara berlebihan
mengakibatkan beberapa efek samping seperti rasa kantuk, sembelit,
hingga gagal napas.
Klorofil
2.2.2.1. Definisi Klorofil
Klorofil adalah pigmen yang memberi warna berperan
dalam proses fotosintesis. Klorofil memberikan warna hijau
pada daun tumbuhan, alga hijau, dan bakteri fotosintetik.
Klorofil digunakan untuk mengubah energi cahaya menjadi
energi Kimia pada tumbuhan secara otonom dengan bantuan
cahaya matahari (Kwartiningsih et al., 2021).
2.2.2.2. Struktur Klorofil
Struktur klorofil terdiri dari atom magnesium (Mg)
sentral yang dikelilingi oleh struktur nitrogen yang tersusun
dari empat cincin porfirin yang disebut dengan tetrapirol.
Pada cincin tetrapirol melekat rantai hidrokarbon panjang

yang dikenal sebagai rantai fitol. Rantai fitol menjadikan



2.2.2.3.

17

klorofil sangat hidrofobik sehingga memungkinkan klorofil
bergabung ke dalam membran lipid (Hsu et al., 2013).
Struktur Klorofil sangat mirip dengan hemoglobin yang
terdiri dari empat molekul pirol yang masing-masing
dihubungkan oleh metina serta bagian sentral mengandung
logam. Pada hemoglobin mengandung logam besi (Fe),
sedangkan pada klorofil mengandung logam magnesium
(Mg) (Rodwell et al., 2018).
Fungsi Klorofil

Klorofil berperan dalam proses fotosintesis dengan
cara menangkap energi dari cahaya untuk diubah menjadi
energi kimia. Energi yang diambil digunakan untuk
membentuk ATP dan NADPH yang kemudian berikatan
dengan Karbondioksida (CO2z) dan air (H20) membentuk
karbohidrat - (Kwartiningsih et al., 2021). Kilorofil
mempunyai aktivitas antioksidan yang dapat dimanfaatkan
oleh tubuh. Sebagai antioksidan, klorofil berperan dalam
mencegah kerusakan oksidatif DNA dan mengurangi ROS
dengan cara mengikat gugus hidroksil (OH") yang dihasilkan
oleh hidrogen peroksida (H202) sehingga mengurangi reaksi

lipid peroxide (LPO) (Hsu et al., 2013).
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2.2.3. Tablet Klorofil

Tablet adalah bentuk sediaan yang padat dengan bentuk pipih dan
permukaan yang rata atau cembung. Tablet mengandung satu atau lebih
bahan aktif dengan atau tanpa zat tambahan yang sesuai. Zat tambahan
berupa bahan pengisi, penghancur, pengikat, pelincir, dan pelicin.
Tablet menjadi bentuk sediaan obat oral yang paling umum digunakan
diantara bentuk sediaan obat oral lainnya. Hal ini disebabkan karena
penggunaan tablet yang mudah dan praktis, mengurangi rasa dan bau
tidak enak karena langsung ditelan, dosis akurat, volume yang kecil
sehingga mudah dikemas, disimpan atau dibawa kemana-mana, tidak
mudah ditumbuhi mikroba karena kadar air yang rendah serta dapat
diproduksi dengan mudah (Tungadi, 2018). Metode pembuatan tablet
dibagi menjadi tiga, yaitu metode granulasi basah, granulasi kering, dan
kempa langsung. Metode yang paling sering digunakan adalah metode
kempa langsung karena prosesnya sederhana, mudah, peralatan dan
tenaga yang dibutuhkan lebih sedikit serta waktu pengerjaan yang cepat
sehingga biaya yang dikeluarkan bisa diminimalisir (Zaman & Sopyan,
2020).

Penelitian Suparmi et al. (2016) membuktikan bahwa setelah
pemberian TEKDK dengan dosis 0,016 mg/mL selama 14 hari dapat

menurunkan kadar stress oksidatif pada tikus yang diinduksi NaNO..
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2.3. Aflatoksin B1

2.3.1. Deskripsi Aflatoksin B1

2.3.2.

Aflatoksin B1 (AFB1) adalah hasil metabolit sekunder dari fungi
jenis Aspergillus sp terutama A. flavus dan A. parasiticus. Metabolit ini
banyak ditemukan pada beras, serealia, jagung, dan kacang tanah.
International Agency for Research on Cancer (IARC) tahun 2012
melaporkan bahwa AFB1 merupakan zat toksik, genotoksik, dan
karsinogenik bagi manusia maupun hewan.

Metabolisme Aflatoksin B1
Menurut Fan et al. (2021) dan Yilmaz & Bag (2022) metabolisme
AFB1 dibagi menjadi 2 fase :
1) Fase |
Dalam tubuh manusia, AFB1 dimetabolisme oleh enzim
CYP450 di hati. Aktivasi CYP450 melalui reaksi hidroksilasi
mengubah AFB1 menjadi 8,9-epoksida yang reaktif. Proses ini
menghasilkan superoksida (O2) dan H20., yang meningkatkan
kerusakan oksidatif dengan meningkatkan LPO.
2) Fase Il
Produk-produk metabolisme yang terbentuk selama fase |
akan mengalami detoksifikasi melalui fase Il. Pada fase 1l, AFB1
dan metabolitnya dikonjugasikan dengan asam glukoronat, asam
sulfat, atau glutathione (GSH). Reaksi ini dikatalisis oleh enzim-

enzim seperti glutathione-S-transferases (GST), yang menghasilkan
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produk konjugat yang lebih mudah diekskresikan dari tubuh.
Detoksifikasi ini membantu mengurangi toksisitas AFB1 dengan
mengubahnya menjadi bentuk yang kurang berbahaya untuk tubuh.
Jika paparan AFB1 terjadi secara berlebihan dan dalam jangka
waktu yang panjang maka aktivitas enzim-enzim detoksifikasi dan
status GSH dalam tubuh akan menurun. Dari kedua senyawa itu
dapat membentuk ROS dalam jumlah besar. ROS yang dibentuk
terus menerus mengakibatkan enzim antioksidan di tubuh menjadi
lumpuh dan kemudian terjadi stress oksidatif, ROS akan bereaksi
dengan Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) pada membran sel
sehingga terjadi reaksi LPO dan mempercepat kematian hepatosit

termasuk nekrosis hepatosit.

2.4. Silymarin

Silymarin berasal dari biji dan buah kering tanaman milk thistle (Silybum
marianum) mengandung berbagai senyawa antioksidan berupa polifenol,
flavonolignan, dan flavonoid. ~ Silymarin  dapat digunakan sebagai
hepatoprotektor karena struktur fenofiliknya yang memungkinkan membentuk
senyawa stabil dengan ROS. Silymarin berperan dalam menstabilkan
permeabilitas membran melalui penghambatan peroksidasi lipid sehingga
dapat meningkatkan kadar gluthatione (Aghemo et al., 2022; Federico et al.,

2017). Silymarin bekerja secara efektif sebagai hepatoprotektor dengan
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pemberian dosis sebanyak 46,9 mg/200 g BB selama 14 hari secara peroral

(Wintariani & Suena, 2017).

Efek Pemberian Tablet Ekstrak Klorofil Daun Katuk terhadap Jumlah
Nekrosis Hepatosit

Daun katuk memiliki banyak kandungan senyawa yaitu tannin, saponin,
flavonoid, fosfor, vitamin A, B, dan C sehingga berpotensi sebagai pengobatan
alami (Tiara & Muchtaridi, 2018). Selain itu, Nurdin et al. (2009) melaporkan
daun katuk juga mengandung klorofil. Klorofil daun katuk (Sauropus
androgynus (L.) Merr.) mempunyai kandungan senyawa antioksidan sebagai
pertahanan sel dalam melawan radikal bebas. Radikal bebas yang berasal dari
oksigen disebut sebagai reactive oxygen species (ROS). ROS dapat timbul
akibat paparan AFB1. Metabolisme AFB1 oleh CYP450 di hepar
menghasilkan akumulasi ROS seperti Oz, OH", dan H>O.. Dalam keadaan
normal, ROS dapat diredam oleh antioksidan tubuh, tetapi bila produksi ROS
terus berlanjut maka akan timbul stres oksidatif yang berpotensi menyebabkan
kerusakan jaringan terutama pada hepar (Yilmaz & Bag, 2022). Hal itu
dikarenakan jumlah antioksidan di dalam tubuh terbatas, sehingga diperlukan
antioksidan dari luar tubuh untuk menyeimbangkan kelebihan jumlah oksidan.

Paparan AFB1 menyebabkan kerusakan hati termasuk nekrosis
hepatosit. Mekanisme terbentuknya nekrosis setelah terpapar AFB1 akan
menimbulkan stres oksidatif yang terjadi karena akumulasi ROS. Kemudian

antioksidan alami dari tubuh akan mengikat ROS untuk didetoksifikasi.
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Aktivitas antioksidan menurun ditandai dengan peningkatan kadar MDA
secara signifikan dan penurunan aktivitas glutathione (GSH) dan superoksida
dismutase (SOD) (Alameri et al., 2023; Zhou et al., 2019). Antioksidan
berperan dalam menstabilkan radikal bebas dengan cara melengkapi
kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas. Salah satu yang menghambat
terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas adalah klorofil.
Klorofil berperan mengurangi ROS dengan cara mengikat OH"yang dihasilkan
oleh H202 sehingga mengurangi kerusakan seluler yang disebabkan oleh reaksi
oksidatif (Hsu et al., 2013). Suparmi et al. (2016) membuktikan bahwa setelah
pemberian ekstrak Kklorofil daun katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.)
dengan dosis 0,016 mg/mL selama 14 hari dapat mengurangi stres oksidatif
pada tikus yang diinduksi NaNO,. Pencegahan nekrosis hepatosit

membutuhkan klorofil daun katuk sebagai hepatoprotektor.
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2.6. Kerangka Teori

Flavonoid Aflatoksin B1

Vitamin A, B, C

Tablet Ekstrak

Klorofil Daun
Katuk

Klorofil

Kadar Stress
Oksidatif

Saponin
Tannin
v
Kadar
Antioksidan
- Infeksi virus i
- Obat-obatan
- Alkohol s Kerusakan <
- Usia Hepar
- Merokok
A 4
Jumlah
Nekrosis
Hepatosit

Gambar 2.3 Kerangka Teori Penelitian
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2.7. Kerangka Konsep

Tablet Ekstrak Klorofil Jumlah Nekrosis

A\ 4

Daun Katuk Hepatosit

Gambar 2.4 Kerangka Konsep Penelitian
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3.1. Jenis dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian eksperimental dengan rancangan penelitian post-test

only control group design.

3.2. Variabel dan Definisi Operasional
3.2.1. Variabel Penelitian
3.2.1.1. \Variabel Bebas
Dosis tablet ekstrak klorofil daun katuk (TEKDK)
3.2.1.2.  Variabel Tergantung
Jumlah nekrosis hepatosit
3.2.2. Definisi Operasional
3.2.2.1. Tablet Ekstrak Klorofil Daun Katuk
Tablet ekstrak klorofil daun katuk (TEKDK) diberikan
secara oral dalam bentuk suspense dengan Carboxymethyl
Cellulose Sodium (CMC-Na) sebanyak 5 ml per hari selama
28 hari. Dosis TEKDK yang digunakan dalam penelitian ini
adalah 0,016 mg/200 g BB; 0,16mg/200 g BB; 1,6 mg/200 g
BB; 16 mg/200 g BB; 160 mg/200 g BB (Suparmi et al.,
2016).

Skala = Nominal
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3.2.2.2.  Jumlah Nekrosis Hepatosit
Nekrosis hepatosit adalah kondisi kematian hepatosit
yang bersifat irreversibel dan terjadi perubahan struktur sel
seperti piknosis, karioreksis, dan Kkariolisis. Perubahan
heptosit diamati menggunakan mikroskop pada lima lapang
pandang dengan perbesaran 400x sehingga inti sel hepar
yang akan diamati tampak dengan jelas (Taek et al., 2020).
Preparat diamati oleh dokter hewan di Departemen Patologi
Fakultas Kedokteran Hewan UGM, Yogyakarta.
Skala = Rasio
3.3. Subjek Uji
Subjek uji pada penelitian ini adalah tikus putih jantan galur Sprague-
Dawley yang didapatkan dari Laboratorium Pusat Studi Pangan dan Gizi,
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta. Sampel yang digunakan pada
penelitian ini dibagi menjadi 8 kelompok dan besarnya didapat dari rumus
Federer sebagai berikut (Prihanti, 2016):
t-1)(n-1)=>15
B8-1)(n-1)=>15
(7) (n-1)>15
m-7>15
Tn>15+7
n>22/7

n=>3,14=4
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Keterangan:
t = jumlah kelompok perlakuan
n = jumlah subyek tiap kelompok

Untuk menghindari loss to follow maka dilakukan koreksi dengan
cadangan (Prihanti, 2016):

Cadangan =10% x n

=10% x 8
=0,8=1

Dengan menggunakan rumus federer, maka diperoleh minimal 4 ekor
dan minimal 1 ekor cadangan untuk menghindari kemungkinan loss of
sample. Maka dari itu, jumlah hewan uji tiap kelompok adalah 6 ekor tikus
putih jantan galur Sprague-Dawley.

Penentuan sampel berdasarkan metode simple random sampling yaitu
dengan memilih secara acak subjek uji yang didapat kemudian dimasukkan
ke dalam kelompok kontrol atau kelompok perlakuan. Kriteria inklusi dan
ekslusi yang digunakan sebagian berikut:

3.3.1. Kiriteria Inklusi

1) Tikus putih jantan galur Sprague Dawley

2) Berat badan tikus £200 g

3) Tikus dalam keadaan sehat, gerak aktif

4) Tikus tidak ada luka atau cacat

3.3.2. Kiriteria Ekslusi

1) Tikus yang mengalami kelainan anatomis atau kecacatan
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2) Tikus yang sakit
3.3.3. Kriteria Drop Out

Tikus mati selama penelitian

3.4. Instrumen dan Bahan Penelitian
3.4.1. Instrumen Penelitian
Instrumen yang digunakan dalam penelitian ini adalah kendang
hewan coba lengkap dengan tempat makan dan minumnya, timbangan
digital, blender, freeze dryer, gunting bedah, sonde lambung, pinset,
tissue processor automatic, mikroskop, object glass, tisu, rotary
microtome, masker, handscone, extruder, cabinet dryer, dan beberapa
alat gelas dan pipet.
3.4.2. Bahan Penelitian
Bahan-bahan penelitian meliputi tikus putih, TEKDK, AFB1,
tablet silymarin, pakan tikus, akuades, bahan pembuat preparat
histologis (objek glass, buffer formalin 10%, alkohol 70%, alkohol
80%, alkohol 95%, alkohol absolut, xylol, hematoksilin, eosin, entelan

dan dek glass), dan minyak imersi.

3.5. Cara Penelitian
3.5.1. Persiapan Larutan Uji dari Tablet Ekstrak Klorofil Daun Katuk
TEKDK diperoleh dari tim penelitian Suparmi et al. (2023).

Klorofil diekstrak menggunakan air dengan metode maserasi. Proses
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pembuatan tablet menggunakan metode kempa langsung. Tablet yang
diperoleh kemudian dilarutkan dengan aquades sesuai dengan dosis
masing-masing kelompok perlakuan.

Dosis efektif TEKDK untuk tikus adalah 0,016 mg/200 g BB
tikus (Suparmi et al., 2016). Tablet disuspensi dengan Na-CMC
konsentrasi 0,5%. Diberikan pada tiap kelompok I (KS), kelompok I1
(K-), kelompok 111 (P1) dengan dosis 0,016 mg/200 g, kelompok IV
(P2) dengan dosis 0,16 mg/200 g, kelompok V (P3) dengan dosis 1,6
mg/200 g, kelompok V1 (P4) dengan dosis 16 mg/200 g, kelompok V1I
(P5) dengan dosis 160 mg/200 g, dan kelompok kontrol Silymarin (K+).
Pemberian tablet dilakukan secara oral sebanyak 5 ml per hari.

Ethical Clearance

Ethical clearance telah diperoleh dari Komite Bioetika Penelitian
Kedokteran/Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan
Agung Semarang pada tanggal 30 Januari 2024 dengan No.
37/1/12024/Komisi Bioetik.

Proses Pembuatan Pakan yang Mengandung Aflatoksin B1

Langkah pertama yang dilakukan dalam pembuatan pakan yang
mengandung AFB1 adalah menghaluskan pakan standart dan
diletakkan dalam wadah. Kemudian tambahkan AFB1 sebanyak 10
mg/Kg pakan dan campur menggunakan mixer. Selanjutnya tambahkan
air sedikit demi sedikit. Setelah semua tercampur rata, cetak

menggunakan extruder. Lalu, keringkan dengan cabinet dryer pada
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suhu 40°C selama 8 jam. Tikus diberi pakan sebanyak 20 g per hari
pada pagi hari selama 28 hari.
3.5.4. Pelaksanaan Penelitian
3.5.4.1. Aklimatisasi
Penelitian dilakukan pada 48 ekor tikus putih jantan
galur Sparague-Dawley yang telah disesuaikan dengan
kriteria inklusi dan eksklusi. Tikus akan diberikan pakan dan
minum standar selama selama 7 hari pertama pada pagi hari.
3.5.4.2. Pembagian Kelompok
Pada hari ke-8 tikus dibagi menjadi 8 kelompok secara
acak terdiri dari 1 kelompok sehat, 2 kelompok kontrol, dan

5 kelompok perlakuan dengan masing-masing kelompok 6

ekor tikus. Pembagian kelompok tikus sebagian berikut:

1) Kelompok Sehat (KS): kelompok tikus yang hanya
diberi pakan dan minum standar.

2) Kontrol Negatif (K-): kelompok tikus yang diberi pakan
mengandung AFB1.

3) Perlakuan | (P1): kelompok tikus yang diberi pakan
mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 0,016
mg/200 g BB.

4) Perlakuan Il (P2): kelompok tikus yang diberi pakan
mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 0,16

mg/200 g BB.



3.54.3.

31

5) Perlakuan Il (P3): kelompok tikus yang diberi pakan
mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 1,6
mg/200 g BB.

6) Perlakuan IV (P4): kelompok tikus yang diberi pakan
mengandung AFBldan TEKDK dengan dosis 16
mg/200 g BB.

7) Perlakuan V (P5): kelompok tikus yang diberi pakan
mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 160
mg/200 g BB.

8) Kontrol Positif (K+): kelompok tikus yang diberi pakan
mengandung AFB1 dan silymarin dengan dosis 46,9
mg/200 g BB.

Pembuatan Preparat Histologi

Setelah tikus dalam seluruh kelompok mendapat
perlakuan selama 28 hari, tikus diterminasi dengan cara
dislokasi servikal untuk diambil organ hatinya. Jaringan
hati yang diambil dicuci dengn natrium klorida (NaCl)
fisiologis. Fiksasi organ hati menggunakan buffer formalin
10% selama 2 jam. Kemudian dehidrasi jaringan
mengunakan alkohol 70% selama 1,5 jam, alkohol 80%
selama 2 jam, alkohol 95% selama 2 jam untuk menarik air
di dalam jaringan. Setelah itu dilakukan clearing dengan

larutan xylol selama 4 jam untuk menarik sisa alkohol
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dalam jaringan. Lalu dilakukan infiltrasi paraffin untuk
mengusu rongga-rongga yang ada pada jaringan. Langkah
selanjutnya dilakukan embedding jaringan. Jaringan
dimasukkan ke dalam cetakan blok yang sebelumnya sudah
diisi paraffin cair kemudian diberi label di pinggirnya.
Tunggu selama 20 menit lalu lepaskan cetakan dan diberi
label premanen pada jaringan.

Lakukan pemotongan preparat menggunakan
mikrotom dengan ketebalan 2-5um. Masukkan potongan
preparat ke waterbath yang berisi air hangat kemudian
ambil dan letakkan di objek glas serta beri nomor
perlakuan. Lakukan inkubasi di atas hot plate dengan suhu
20°C selama 15 menit untuk menguapkan kadar air yang
terbawa pada hasil potongan sehingga dapat menempel kuat
pada objek glass. Preparat diparafinisasi dengan xylol untuk
menghilangkan sisa paraffin. Kemudian direhidrasi dengan
alkohol absolut untuk membersihkan sisa xylol. Cuci
dengan air mengalir untuk menghilangkan sisa alkohol.
Setelah itu lakukan pengecatan dengan hematoksilin selama
7 menit untuk memberi warna biru pada inti sel dan
pengecatan eosin untuk memberi warna merah pada
sitoplasma, jaringan ikat, dan lainnya. Selanjutnya lakukan

dehidrasi dengan alkohol 70% sampai 100%. Lakukan
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clearing menggunakan larutan xylol sebanyak 3 Kkali.
Langkah terakhir beri 1 tetes entelan dan dek glass untuk
membuat preparat lebih awet (Khistian & Inderiati, 2017).
3.5.4.4. Pembacaan Preparat Histologi

Preparat pada masing-masing kelompok diamati
menggunakan mikroskop pada 5 lapang pandang dengan
perbesaran 400%. Pengamatan nekrosis hepatosit dilihat
dari inti sel yang mengalami kariolisis (gambaran basofil
memudar), - piknosis (inti sel menyusut dan basofil
meningkat), serta karioreksis (fragmen inti sel piknotik).
Kemudian hitung jumlah hepatosit yang mengalami
nekrosis dan lakukan pengambilan gambar menggunakan

kamera digital (Taek et al., 2020).
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3.6. Alur Penelitian

48 tikus galur Sparague-Dawley jantan yang memenihi kriteria inkulusi dan ekslusi

\ 4

Tikus diaklimatisasi selama 7 hari

e

Randomisasi dan pembagian menjadi 8 kelompok

. 4

Hari ke-8 s/d hari ke-35

Kelompok | Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
KS K- P1 P2 P3 P4 P5 K+
Tikus diber1 | Tikusdiberi | Tikus diberi | Tikus dibert | Tikus diberi | Tikus diberi | Tikus diberi | Tikus diberi
pakan pakan pakan pakan pakan pakan pakan pakan
standart | mengandung | mengandung | mengandung | mengandung | mengandung | mengandung | mengandung
AFB1 AFBL + AFB1 + AFB1 + AFB1 + AFB1 + AFB1+
TEKDK TEEDK TEKDK 1.6 TEKDK TEKDK 160 silymarin
0,016 0,16 mg/200 | me200g | 16mg/200g | mg200g | 46,9 mg/200
mg/200 g ¢BB BB BB BB gBB
BB

\ 4

Terminasi tikus dengan cara dislokasi servikal pada hari ke-36 untuk diambil organ
hepar

) 4

Mendata jumlah nekrosis hepatosit melalui pengamatan preparat histopatologi
dengan pengecatan HE dan perbesaran 400x

\ 4

Analisis Hasil
Gambar 3.1 Alur Penelitian
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Tempat dan Waktu
3.7.1. Tempat Penelitian

1. Perlakuan hewan coba dilakukan di Laboratorium Pusat Studi
Pangan dan Gizi (PSPG) Universitas Gadjah Mada (UGM),
Yogyakarta.

2. Proses pembuatan preparat histologi hati dilakukan di
Laboratorium Riset Terpatu Fakultas Kedokteran Gigi (FKG)
UGM, Yogyakarta.

3. Proses pengamatan preparat histopatologi hepar dilakukan di
Departemen Patologi Fakultas Kedokteran Hewan (FKH) UGM,
Yogyakarta.

3.7.2. Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari-Agustus 2024.

Analisis Data

Data jumlah nekrosis hepatosit tikus yang diberi pakan mengandung
AFB1 diolah menggunakan analisis statistik program IBM SPSS 27.0 for
Windows. Sampel berjumlah lebih dari 30 sehingga untuk mengetahui
normalitas distribusi data dilakukan uji Kolmogorov-Smirnov dan untuk
mengetahui homogenitas varian data dilakukan uji Levene statistic. Hasil uji
normalitas dan homogenitas menunjukkan distribusi data tidak normal dan

varian data tidak homogen sehingga dilakukan uji Kruskal Wallis. Hasil uji



36

Kruskal Wallis menunjukkan tidak terdapat perbedaan yang signifikan di

antara seluruh kelompok perlakuan.
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BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
4.1. Hasil Penelitian
4.1.1. Deskripsi Data

Penelitian dengan 48 ekor tikus galur Sprague Dawley jantan
sebagai subjek penelitian ini terbagi menjadi 8 kelompok. Kelompok
sehat (KS) diberi pakan standar; kontrol negatif (K-) diberi pakan
mengandung AFB1; perlakuan (P1), (P2), (P3), (P4), dan (P5) masing-
masing diberi pakan mengandung AFB1+TEKDK dengan dosis yang
berbeda: 0,016; 0,16; 1,6; 16; dan 160 mg/200 g BB/hari; kontrol positif
(K+) diberi pakan mengandung AFB1+silymarin 46,9 mg/kg BB/hari
selama 28 hari. Selama periode perlakuan, tidak ada tikus yang
mengalami drop out. Setelah menjalani berbagai perlakuan, tikus
diterminasi dan diambil organ hatinya untuk dibuat preparat dengan
pewarnaan hematoksilin & eosin. Preparat diamati menggunakan
mikroskop pada lima lapang pandang dengan perbesaran 400x sehingga
inti sel hepar yang akan diamati tampak dengan jelas.

Induksi AFBL1 tidak menyebabkan perubahan histopalogi hepar
yang di ditandai dengan nekrosis pada hepatosit. Hasil pengamatan
histopatologi hepar menunjukkan terdapat multifokal nekrosis,
multifokal infiltrasi limfosit dan sel kuffer, hemoragi, fokal nekrosis,
dan degenerasi melemak ringan sekitar pembuluh darah pada berbagai

kelompok perlakuan (Gambar 4.1 dan Tabel 4.1).
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Gambar 4.1 Hasil pengamatan histopatologi hepar pada
berbagai kelompok perlakuan: KS (a), K- (b), P1 (c), P2 (d), P3 (e),
P4 (f), P5 (g), K+ (h). Keterangan: panah hitam (hepatosit normal),
panah merah (nekrosis hepatosit)
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Tabel 4.1 Gambaran histopatologi hepar pada berbagai kelompok
perlakuan sesuai dengan gambar 4.1
Kelompok Gambaran Histopatologi

KS Multifokal nekrosis. Multifokal infiltrasi limfosit

dan sel kuffer.
K(-) Tidak ada perubahan patologi spesifik.
P1 Hemoragi. Multifokal nekrosis. Infiltrasi sel kuffer

dan limfosit di banyak Lokasi (multifokal) derajat

ringan.
P2 Tidak ada perubahan patologi spesifik.
P3 Fokal nekrosis. Infiltrasi sel kuffer dan limfosit di

banyak lokasi (multifokal).

P4 Tidak ada perubahan patologi spesifik.

P5 Degenerasi - melemak - ringan sekitar pembuluh
darah. Multifokal infiltrasi limfosit.

K(+) Fokal nekrosis. Degenerasi melemak ringan.

Multifokal infiltrasi limfosit dan sel kuffer.

Kelompok KS yang diberi pakan standar menunjukkan rerata
jumlah nekrosis hepatosit tertinggi dibandingakan dengan kelompok
lainnya, yaitu sebanyak 5,50 + 6,06 sel (Gambar 4.2). Lalu kelompok
P1 yang diberi pakan mengandung AFB1+TEKDK 0,016 mg/200 g BB
menunjukkan rata-rata jumlah nekrosis hepatosit sebanyak 2,17 + 5,31.
Kelompok K(+) yang diberi pakan mengandung AFB1+silymarin 56,9
mg/200 g BB dan kelompok P3 yang diberi pakan mengandung AFB1
serta TEKDK 1,6 mg/200 g BB menunjukkan rata-rata jumlah nekrosis
hepatosit sebanyak 1,67 + 4,08. Sedangkan kelompok K(-) yang hanya

diberi pakan mengandung AFB1 tidak menunjukkan adanya hepatosit
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yang mengalami nekrosis. Hal serupa terjadi pada kelompok P2,
kelompok P4, kelompok P5 yang masing-masing mendapatkan pakan
AFB1 dengan perbedaan dosis TEKDK yaitu 0,16 mg/200 g BB; 16

mg/200 gBB; 160 mg/200 g BB.

10

Jumlah nekrosis hepatosit

0~ - T T Il

KS K- P1 P2 P3 P4 P5 K+
Kelompok perlakuan

Gambar 4.2 Jumlah nekrosis hepatosit pada berbagai kelompok
perlakuan
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4.1.2. Analisis Statistik

Tabel 4.2 Hasil Rerata Jumlah Nekrosis Hepatosit, Uji Kolmogorov-
Smirnov, Levene Test, Kruskal Wallis

Rerata Jumlah p-value
Kelompok Nekrosis Kolmogorov- Levene Kruskal
Hepatosit=SD Smirnov Test Wallis
KS 5,50+6,06 0,058* 0,001 0,127
K(-) 0,00+0,00 0,000
P1 2,1745,31 0,001
P2 0,00+0,00 0,000
P3 1,67+4,08 0,001
P4 0,00+0,00 0,000
ED 0,00+0,00 0,000
K(+) 1,67+4,08 0,001

Keterangan: * = distribusi normal, ** = varian homogen, *** = terdapat
perbedaan signifikan

Berdasarkan tabel 4.2, hasil uji normalitas Kolmogorov-Smirnov
berdasarkan tabel di atas menunjukkan bahwa semua kelompok data
terdistribusi tidak normal dengan nilai (p<0,05), kecuali kelompok KS.
Selanjutnya, pada uji homogenitas Levene Test menunjukkan hasil data
yang tidak homogen dengan nilai (p<0,05). Karena data di atas tidak
memenuhi syarat untuk uji parametrik, maka dilakukan uji non
parametrik yaitu Kruskal Wallis. Hasil uji Kruskal Wallis menunjukkan

nilai (p>0,05) yang berarti Ho diterima H: ditolak sehingga tidak
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terdapat perbedaan signifikan rerata jumlah nekrosis hepatosit diantara
seluruh kelompok. Maka, dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat efek
TEKDK terhadap jumlah nekrosis hepatosit pada tikus yang diberi

pakan yang mengandung AFBL.

4.2. Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek TEKDK terhadap jumlah
nekrosis hepatosit tikus galur Sprague Dawley jantan yang diberi pakan
mengandung AFB1. Hasil pengamatan histopatologi hepar pada kelompok K-
menunjukkan bahwa induksi AFB1 melalui pakan tidak menyebabkan
peningkatan nekrosis hepatosit. Hasil ini tidak sesuai dengan penelitian Souza
et al. (2019) yang melaporkan bahwa pemberian pakan mengandung AFB1
dapat menyebabkan nekrosis hepatosit. Setelah lima hari diberikan pakan
mengandung AFB1 ditemukan tanda-tanda kerusakan hati yang signifikan
yaitu anisositasis, infiltrasi lemak sedang, kematian hepatosit melalui apoptosis
dan/atau nekrosis multifokal serta piknosis nuklear pada heaptosit yang
menjadi ciri hepatitis toksik. Kemudian pada hari ke-10 pasca pemberian pakan
mengandung AFB1, tingkat keparahan kerusakan hepatosit meningkat. Selain
apoptosis dan nekrosis yang lebih menyebar, terjadi aktivasi sel ito di beberapa
sinusoid yang menebal, juga dengan beberapa penebalan kanalikuli bilier, yang
menjadi ciri hepatitis toksik dan hepatosis. Hasil penelitian ini juga tidak sesuai
dengan penelitian Qian et al. (2013) yang melaporkan bahwa pada hari ke-3

pada kelompok yang diberi dosis tunggal 1000 mg/kg BB didapatkan



43

perubahan histopatologi hepar berupa fokal nekrosis masif dengan infiltrasi sel
inflamasi pada hepatosit dan pada kelompok yang diberi AFB1 dosis berulang
yaitu 10 mg/kg BB ditemukan adanya nekrosis di zona periportal. Hasil
penelitian ini tidak sesuai dengan penelitian sebelumnya diduga karena setelah
terjadi paparan toksin yaitu AFB1, hepar mengalami kerusakan. Kemudian
terjadi aktivasi sinyal pertama untuk perbaikan sel hati (hepatosit) berasal dari
sel-sel bukan parenkim, yaitu sel Kupffer dan sel endotel yang melapisi
pembuluh darah di hati. Sel-sel ini menghasilkan zat-zat kimia seperti TNF-a
dan IL-6 sebagai respons terhadap zat-zat dari usus halus yang masuk melalui
pembuluh darah vena porta. Faktor pertumbuhan penting untuk regenerasi hati,
seperti Hepatocyte Growth Factor (HGF), dilepaskan dari tempat
penyimpanannya di jaringan hati dan diproduksi oleh sel stelat hati. Sementara
itu, Epidermal Growth Factor (EGF) dialirkan ke darah portal oleh sel-sel di
usus halus dan kelenjar ludah. Proses regenerasi ini juga didukung oleh hormon
tiroid (T3), insulin, dan norepinefrin. Lalu proses perbaikan hati dimulai dari
sel-sel utama hati, yaitu hepatosit. Replikasi hepatosit pertama kali terlihat di
area dekat pembuluh darah vena porta, di mana sel-sel baru membentuk
kelompok. Penggandaan ini kemudian menyebar ke area lain, diikuti oleh
penggandaan sel-sel bukan parenkim sekitar 1-3 hari setelahnya. Sel-sel
endotel yang baru terbentuk kemudian bergabung dengan kelompok sel
hepatosit yang sudah berproliferasi, sehingga hati kembali ke kondisi semula

(Mauss et al., 2020).
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Hasil pengamatan histopatologi hepar pada kelompok KS yang diberi
pakan standar menunjukkan bahwa rerata jumlah nekrosis hepatosit tertinggi
dibandingkan dengan kelompok lainnya. Hal ini diduga karena proses
apoptosis dan faktor eksternal yang tidak dapat dikendalikan mungkin dapat
menyebabkan kerusakan inti hepatosit seperti usia serta keadaan awal hepar
tikus tidak diperiksa sebelum perlakuan sehingga ada kemungkinan terdapat
tikus yang sudah mengalami kerusakan hepar. Selain itu, faktor eksternal
lainnya mungkin bisa terjadi selama penelitian berlangsung tikus mengalami
kerusakan hepar, atau pengaruh stress fisiologis karena lingkungan yang
lembab dan bising turut memengaruhi kesehatan hepar tikus putih tersebut
(Gondo, 2022). Stres merangsang pelepasan ACTH dari kelenjar hipofisis
anterior, yang kemudian memicu kelenjar adrenal untuk menghasilkan hormon
adrenokortikoid, yaitu kortisol. Kortisol meningkatkan kadar glukosa dalam
darah dengan merangsang proses glukoneogenesis di hati. Selama kondisi
stres, produksi hormon glukokortikoid meningkat lebih tinggi dibandingkan
keadaan normal, sehingga sel-sel hati terus menerus dipacu untuk menjalankan
proses glukoneogenesis (Sherwood, 2018). Pada proses tersebut diduga dapat
berakibat pada meningkatnya senyawa ROS dan jika berikatan dengan
hepatosit dapat menyebabkan hepatosit mengalami nekrosis (Sa’diyah &
Hariani, 2020).

Rerata jumlah nekrosis hepatosit terendah ditunjukkan pada kelompok
perlakuan 3 (P3) yang diberi pakan mengandung AFB1+TEKDK 1,6 mg/kg

BB/hari selama 28 hari dibandingkan dengan kelompok lainnya, kecuali



45

kelompok K+ yang menunjukkan hasil serupa. Hal ini membuktikan bahwa
kandungan klorofil daun katuk mampu menurunkankan jumlah nekrosis
hepatosit. Penelitian Prakoso et al. (2018) melaporkan bahwa pemberian AFB1
dosis minimal <50 ppb dan daun katuk (Sauropus androgynus (L.) Merr.) 5%
terbukti berdampak pada perubahan histopatologi hepar berupa degenerasi
lemak, infiltrasi hepatosit, dan nekrosis hepatosit. Kandungan klorofil daun
katuk mempunyai aktivitas antioksidan yang dapat dimanfaatkan oleh tubuh.
Penelitian Suparmi et al. (2016) membuktikan bahwa setelah pemberian
TEKDK dengan dosis 0,016 mg/mL selama 14 hari dapat menurunkan kadar
stress oksidatif pada tikus yang diinduksi NaNO_. Sebagai antioksidan, klorofil
berperan dalam mencegah kerusakan oksidatif DNA dan mengurangi ROS
dengan cara mengikat gugus hidroksil (OH") yang dihasilkan oleh hidrogen
peroksida (H202) sehingga mengurangi reaksi lipid peroxide (LPO) (Hsu et al.,
2013). Dengan demikian, kontaminasi AFB1 pada pakan menyebabkan
kerusakan dan gangguan fungsi hati serta daun katuk (Sauropus androgynus
(L.) Merr.) memiliki efek potensial pada perlindungan hepar selama paparan
AFBL1.

Selain kelompok P3, kelompok kontrol positif (K+) yang diberi pakan
mengandung AFBl+silymarin 46,9 mg/kg BB/hari selama 28 hari juga
menunjukkan rerata jumlah nekrosis hepatosit yang terendah dibandingkan
dengan kelompok lainnya. Silymarin terbukti memiliki kemampuan
hepatoprotektif, yang memungkinkan senyawa ini untuk melindungi hati dari

kerusakan yang diakibatkan oleh AFB1. Hal ini sesuai dengan penelitian
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Sinaga et al. (2021) yang melaporkan bahwa silymarin mempunyai efek
hepatoprotektif pada tikus yang diinduksi paracetamol. Hal itu karena struktur
fenofiliknya yang memungkinkan membentuk senyawa stabil dengan ROS.
Silymarin berperan dalam menstabilkan permeabilitas membran melalui
penghambatan peroksidasi lipid sehingga dapat meningkatkan kadar
gluthatione (Koltai & Fliegel, 2022).

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa TEKDK tidak memiliki
efek yang signifikan terhadap pengurangan jumlah nekrosis hepatosit pada
tikus yang diberi pakan mengandung AFB1. Temuan ini mengindikasikan
bahwa senyawa bioakiif yang terkandung dalam ekstrak klorofil daun katuk,
pada dosis serta durasi pemberian yang diterapkan dalam penelitian ini, tidak
mampu memberikan efek perlindungan yang memadai untuk mencegah atau
mengurangi kerusakan hati akibat AFB1 (Mulyati et al., 2024).

Penelitian efek TEKDK terhadap jumlah nekrosis hepatosit mempunyai
keterbatasan yang perlu diperhatikan diantaranya melakukan pengukuran
kadar antioksidan seperti MDA, GSH, dan SOD sebelum dan sesudah
perlakuan. Hal itu bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan dari
ekstrak klorofil daun katuk (Alameri et al., 2023). Keterbatasan lainnya adalah
penelitian ini  hanya menggunakan satu pewarnaan preparat untuk
mengidentifikasi nekrosis hepatosit yaitu hematoksilin eosin. Selain dengan
pewarnaan H&E, histopatologi hepar juga dapat diamati dengan pewarnaan
masson’s trichrome Karena seringkali pada nekrosis hepatosit tampak

pengikatan jaringan ikat sebagai respon kerusakan jaringan serta pewarnaan
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periodic acid-Schiff (PAS) untuk mendiagosis penyakit heparnya melalui

gambaran nekrosis hepatosit dan degenerasi lemak (Krishna, 2013).
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

5.11

512

5.1.3

5.14

5.15

5.1.6

5.1.7

Tidak terdapat efek TEKDK terhadap jumlah nekrosis hepatosit tikus
yang diberi pakan mengandung AFB1.

Rerata jumlah nekrosis hepatosit yang diperoleh pada tikus yang diberi
pakan standar adalah 5,50£6,06 sel.

Rerata jumlah nekrosis hepatosit yang diperoleh pada tikus yang diberi
pakan mengandung AFB1 adalah 0,00+0,00 sel.

Rerata jumlah nekrosis hepatosit yang diperoleh pada tikus yang diberi
pakan mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 0,016 mg/200 g
BB adalah 2,17+5,31 sel.

Rerata jumlah nekrosis hepatosit yang diperoleh pada tikus yang diberi
pakan mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 0,16 mg/200 g
BB adalah 0,00+0,00 sel.

Rerata jumlah nekrosis hepatosit yang diperoleh pada tikus yang diberi
pakan mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 1,6 mg/200 g BB
adalah 1,67+4,08 sel.

Rerata jumlah nekrosis hepatosit yang diperoleh pada tikus yang diberi
pakan mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 16 mg/200 g BB

adalah 0,00+0,00 sel.
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5.1.8 Rerata jumlah nekrosis hepatosit yang diperoleh pada tikus yang diberi
pakan mengandung AFB1 dan TEKDK dengan dosis 160 mg/200 g BB
adalah 0,00+0,00 sel.

5.1.9 Rerata jumlah nekrosis hepatosit yang diperoleh pada tikus yang diberi
pakan mengandung AFB1 dan silymarin dengan dosis 46,9 mg/200 g
BB adalah 1,67+4,08 sel.

5.1.10 Tidak ada perbedaan rerata jumlah nekrosis hepatosit antara berbagai

kelompok perlakuan.

5.2. Saran
1. Melakukan pengukuran kadar MDA, GSH, dan SOD untuk mengetahui
aktivitas antioksidan sebelum dan setelah perlakuan yang mungkin berefek
pada nekrosis hepatosit.
2. Melakukan penelitian dengan pewarnaan selain H&E, seperti pewarnaan
masson’s trichrome dan periodic acid-Schiff (PAS) untuk mengamati

nekrosis hepatosit.
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