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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengkaji pemberian peroral
17,5mg/35gBB ekstrak metanol daun jeruju (Achantus ilicifolius), 8,7mg/35gBB
ekstrak metanol lamun (Enhalus acoroides), dan 15,6mg/35gBB taurin terhadap
rerata leukosit total, limfosit, dan profil protein plasma darah serta kondisi
histopatologi hepar mencit jantan (Mus musculus) yang dapat berubah akibat
penginduksian subkutan karsinogenik benzo(a)piren 0,3mg/35gBB. Hasil
penelitian menunjukkan pada kelompok yang hanya diinduksi benzo(a)piren
tanpa pemberian bahan uji dibandingkan dengan kelompok perlakuan lainnya,
terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05) pada rerata jumlah leukosit total
mencit yaitu 25,13+4,39 x 103sel/mm?3, dengan persentase sel limfosit tertinggi
sebesar 75,40+2,32% dan skor kerusakan histopatologi hepar tertinggi sebesar
21,25+3,68. Kelompok yang diberikan bahan uji ekstrak metanol daun jeruju,
ekstrak metanol lamun dan taurin menunjukkan rerata jumlah leukosit total,
rerata persentase limfosit dan skor kerusakan hepar yang mendekati kelompok
normal. Hasil analisis SDS-PAGE terhadap profil protein plasma darah mencit
menunjukkan perbedaan profil antar masing-masing individu. Hal ini
menunjukkan bahwa setiap mencit memiliki respon fisiologi yang berbeda
terhadap paparan benzo(a)piren, meskipun berada dalam kelompok perlakuan
yang sama. Jenis-jenis kerusakan histopatologi hepar mencit yang ditemukan
diantaranya degenerasi, nekrosis, infiltrasi sel radang, kongesti, dan infiltrasi
jaringan ikat. Pemberian ketiga bahan uji terlihat menurunkan tingkat kerusakan
histopatologi hepar mencit yang diinduksi benzo(a)piren.

Kata kunci: daun jeruju; lamun; taurin; darah; dan histopatologi hepar.

ABSTRACT

The aim of this study was to examine the oral administration of 17.5mg/35gBW
of methanolic extract of jeruju leaves (Achantus ilicifolius), 8.7mg/35gBW of
methanolic extract of seagrass (Enhalus acoroides), and 15.6mg/35gBW of
taurine to the mean of total leukocytes, lymphocytes, blood plasma protein
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profile and liver histopathology of male mice (Mus musculus) due to
subcutaneous induction of benzo(a)pyrene 0.3mg/35gBW. The results showed
the group that was only induced by benzo(a)piren without administration of the
extract has significant difference (p<0.05) in the mean of total leukocyte
25.13+4.39 x 10%sel/mm3, with the highest percentage of lymphocyte cells
75.40£2.32% and the highest score of liver histopathological damage
21.25+3.68. The group which was given by methanolic extract of jeruju leaves,
seagrass and taurine showed a mean total leukocyte, percentage of
lymphocytes and score of liver histophatological damage approached to the
normal group. The results of SDS-PAGE mice’s blood plasma protein profile
showed different profiles among individuals. This shows that each mouse has a
different physiological response of benzo(a)pyrene induction, even in the same
group. The damage of liver histopathological such as degeneration, necrosis,
inflammatory cell infiltration, congestion, and infiltration of connective tissue. All
of extract reduced the damage of mice’s liver histopathology induced by
benzo(a)pyrene.

Keywords: jeruju leaves; seagrass; taurine; blood; and liver histopathology.

PENDAHULUAN

Pola hidup yang tidak sehat misalnya terpapar zat karsinogenik secara
berulang kali dan aditif pada dosis tertentu, maupun paparan dosis tunggal zat
karsinogen akan memicu proses terjadinya kanker (karsinogenesis) [1]. Salah
satu karsinogenik yang kerap dijumpai di dalam kehidupan sehari-hari yaitu
benzo(a)piren. Benzo(a)piren merupakan prokarsinogen kuat golongan PAH
(Polycyclic Aromatic Hydrocarbon) sebagai hasil pirolisis lemak pada daging
yang dipanggang menggunakan arang dan makanan yang diasap, ditemukan
pula pada asap rokok dan asap kendaraan [2]. Senyawa karsinogenik
benzo(a)piren menyebabkan reaksi peroksidasi lipid pada mitokondria mencit,
dimana dapat mengakibatkan kerusakan serius pada membran sel,
penghambatan beberapa enzim dan fungsi seluler. Reaksi peroksidasi lipid
yang terjadi pada mitokondria akan merusak struktur dan menurunkan produksi
energi, sehingga mengakibatkan kematian sel [3,4]. Secara umum,
karsinogenesis terjadi dalam tiga tahapan yaitu inisiasi, promosi dan progresi.
Pada tahap inisiasi dan promosi sebagai proses awal karsinogenesis, senyawa
karsinogenik yang masuk ke dalam tubuh akan membentuk lesi pada DNA

dalam waktu beberapa menit setelah paparan karsinogenik. Selanjutnya, akan



mengakibatkan kerusakan jaringan kronis, perubahan sistem imun tubuh,
perubahan susunan komposisi protein tubuh dan perubahan gambaran
histologis dan biokomiawi sel tubuh [5,6].

Secara teori, karsinogenesis dapat dihentikan melalui proses perbaikan
sel akibat paparan zat toksik dan radikal bebas dengan berbagai zat yang
mengandung antioksidan sebagai agen pencegah terjadinya kanker
(kemopreventif). Penelitian mengenai bahan alami yang memiliki potensi
sebagai antikanker terus dikembangkan. Salah satu potensi sumber daya alam
yang dapat dieksplorasi yaitu daerah pesisir dan laut Indonesia. Golongan
mangrove, jeruju (Achantus ilicifolius L.) dan lamun (Enhalus acoroides (L. f.)
Royle) diketahui mengandung metabolit sekunder yang dapat berperan sebagai
antioksidan dan berpotensi sebagai antikanker. Sifat antikanker juga dimiliki
oleh taurin (2-aminoethanesulfonic acid), yaitu asam organik turunan dari asam
amino sistein yang mengandung sulfur (sulfihidril) [7,8,9].

Penelitian ini dilakukan untuk melihat potensi ketiga senyawa tersebut
yang diharapkan dapat dijadikan agen kemopreventif untuk mencegah
terjadinya kanker khususnya pada dua fase awal karsinogenesis (inisiasi dan
promosi) sebelum timbulnya jaringan kanker yang dapat bermetastasis (fase
progresi), dengan melihat parameter darah dan perubahan histopatologi organ

hepar mencit yang diinduksi karsinogenik benzo(a)piren.

METODE PENELITIAN

Persiapan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus — Oktober 2018 di
Laboratorium Biologi Molekuler, MIPA Terpadu, FMIPA Universitas Lampung.
Analisis profil protein plasma darah mencit dengan metode SDS-PAGE
dilakukan di Laboratorium Parasitologi, Balai Besar Penelitian Veteriner
(BBLITVET) Bogor, sementara pembuatan preparat histopatologi organ hepar
dilakukan di Laboratorium Patologi, Balai Veteriner Lampung.

Bahan yang digunakan antara lain, mencit jantan (Mus musculus)
berumur £3 bulan dengan berat badan +30-35 g (diperoleh dari Balai Veteriner

Lampung) beserta pakan dan air minum, ekstrak metanol daun jeruju dan



lamun (metanol yang digunakan EMSURE® MERCK, Jerman), taurin (Now®,
US), zat karsinogenik benzo(a)piren (Sigma-Aldrich®, Jerman), bahan-bahan
SDS-PAGE (Invitrogen™, Jerman, dan Bio-Rad, Jerman) dan bahan
pembuatan preparat mikroteknik.

Alat yang digunakan antara lain, set alat pemeliharaan mencit, alat-alat
gelas, alat maserasi dan ekstraksi bahan uji, Neubauer Hemacytometer, alat
pengujian SDS-PAGE (Invitrogen™, Jerman, dan Bio-Rad, Jerman), dan alat-

alat mikroteknik.

Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL),
menggunakan lima kelompok perlakukan yang berisi lima ekor mencit sebagai
ulangan. K1 yaitu kelompok yang hanya diberi pakan standar hingga akhir
penelitian (kontrol negatif); K2 vyaitu kelompok yang diinduksi subkutan
benzo(a)piren 0,3mg/35gBB (dilarutkan dalam 0,2 ml minyak jagung) selama 10
hari, selanjutnya tanpa pemberian bahan uji hingga akhir penelitian (kontrol
positif); K3 yaitu kelompok yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari,
dilanjutkan dengan pemberian peroral ekstrak metanol daun jeruju dosis
17,5mg/35gBB selama 15 hari (hingga akhir penelitian); K4 yaitu kelompok
yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari, dilanjutkan dengan pemberian
peroral ekstrak metanol lamun dosis 8,7mg/35gBB selama 15 hari; dan K5 yaitu
kelompok yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari, dilanjutkan dengan

pemberian taurin dosis 15,6mg/35gBB selama 15 hari.

Perhitungan Jumlah Leukosit Mencit dan Diferensial Leukosit (jenis
Limfosit)

Jumlah leukosit dihitung dengan cara mengambil 0,5 ul darah, kemudian
dilarutkan pada larutan Turk dengan volume 10,5 pl (Pengenceran 20x).
Setelah itu, suspensi darah diteteskan sebanyak 10 ul pada haemositometer
yang telah ditutup dengan kaca penutup. Leukosit dihitung pada 4 kotak besar

bagian tepi, dengan jumlah total sel dihitung dengan rumus :

N
Jumlah sel per mm?® = v X p



Keterangan : N (jumlah eritrosit ataupun leukosit pada seluruh kotak hitung); V
(Volume kotak hitung yaitu 0,4 mm?); dan p (pengenceran).

Diferensial leukosit jenis limfosit dihitung dengan cara membuat preparat
apusan darah terlebih dahulu yang fiksasi menggunakan metanol selama lima
menit, kemudian dilakukan pewarnaan giemsa selama 30 menit dan diamati
pada mikroskop perbesaran 400x dan 1000x (menggunakan minyak imersi).
Selanjutnya dihitung sebanyak 100 sel dan dihitung persentase jenis

limfositnya.

Pengukuran Kadar Protein Plasma Darah menggunakan microplate reader
dan Pembuatan Profil Protein Plasma Darah menggunakan SDS-PAGE
Prosedur pengukuran kadar protein dan pengamatan profil protein
plasma darah mencit mengacu pada prosedur di Laboratorium Parasitologi
Balai Besar Penelitian Veteriner (BBLITVET) Bogor. Darah mencit disentrifugasi
13.000 rpm, 4°C selama 10 menit, kemudian diambil plasmanya (supernatan).
Plasma dipipet 1 pl, diencerkan dengan NaCl fisiologis 50 pl. Selanjutnya, 10 pl
plasma yang telah diencerkan dicampurkan dengan larutan Bradford 190 pl.
Seluruh larutan standar (Quick Start Bovine Serum Albumin Standard Bio-Rad
dengan konsentrasi bertingkat yaitu 0; 0,5; 0,75; 1; dan 1,25 dicampur dengan
larutan Bradford) serta sampel plasma diisikan secara duplo pada microplate
dengan volume 80 pl. Kadar protein dibaca menggunakan microplate reader
595 nm. Estimasi kadar protein ditentukan dengan mengisi nilai absorbansi
seluruh sampel menggunakan software BioMed Proquant®- Estimation of
Protein Concentration (copyright - Didik T. Subekti 2018), hingga diperoleh
kadar protein masing-masing sampel. Hasil estimasi protein ini selanjutnya
digunakan untuk menentukan volume sampel pada sumuran SDS-PAGE.
Sampel plasma darah yang telah diencerkan pada prosedur di atas,
dipipet dengan volume menyesuaikan hasil estimasi protein (volume masing-
masing sampel mewakili volume 10 ug protein). Masing-masing sampel
ditambahkan loading buffer (BIO-RAD Laemmli Buffer Sample dan [3-
Mercaptoethanol 19:1) dengan perbandingan 1:1, dan dipipet ke dalam

sumuran gel yang telah siap digunakan. Marker protein yang digunakan yaitu



Thermo Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder dengan berat
molekul 10 KDa sampai dengan 260 KDa. Selanjutnya, gel dirunning dengan
buffer elektroforesis pada arus 100 Volt dan dihentikan saat warna biru (loading
buffer) telah menyentuh dasar gel. Gel diwarnai menggunakan commasie blue
pada Ultra Rocker dengan kecepatan goyangan 40 rpm selama 30 menit.
Selanjutnya, dilakukan destainer untuk melunturkan pewarna commasie blue
yang melekat pada gel secara bertahap hingga pita-pita protein terlihat dengan
jelas. Pita protein yang telah terlihat, diamati dan dihitung nilai Rf dengan
membuat perbandingan antara jarak total migrasi protein dan jarak pita protein
dari sumuran. Berat molekul pita protein dihitung menggunakan BioMed MW
Converter®- Molecular Weight Conversion Tool (copyright - Didik T. Subekti
2018).

Pembuatan Preparat Histopatologi Hepar Mencit dan Skoring Kerusakan
Hepar

Prosedur pembuatan preparat histopatologi terdiri dari beberapa tahapan
yaitu tahap fiksasi, tahap dehidrasi, tahap embedding, tahap cutting, tahap
stainning (dengan pewarnaan Hematoxylin-Eosin) dan tahap mounting. Skoring
kerusakan hepar mengacu dan memodifikasi prosedur di Laboratorium
Parasitologi Balai Besar Penelitian Veteriner (BBLITVET) Bogor. Skoring hepar
merupakan akumulasi dari skor dua bagian, yaitu skoring sel hepatosit dan
skoring bagian pembuluh hepar pada seluruh lapang pandang preparat.

Kriteria kerusakan didasarkan pada keterjadian jenis kerusakan. Skor
pada sel hepatosit yaitu, normal (0); degenerasi (1); nekrosis (2); dan ilfiltrasi
sel radang (3) dengan faktor pengali berupa luas wilayah kerusakan dimana
kerusakan fokal (1); kerusakan regional (2); dan kerusakan difus (3).
Sementara skor kerusakan bagian pembuluh hepar yaitu, normal (0); dilatasi
(2); kongesti (2); ilfiltrasi sel radang (3); dan infiltrasi jaringan ikat (4) dengan

faktor pengali berupa jumlah pembuluh yang terdeteksi mengalami kerusakan.



Analisis Data

Data rerata jumlah leukosit, persentase limfosit, dan skoring kerusakan
hepar dinyatakan sebagai rata-rata + SEM. Data rerata jumlah leukosit, dan
persentase limfosit dianalisis dengan metode Analysis of Variance dan uji lanjut
Beda Nyata Terkecil dengan tingkat kepercayaan 95%, sementara skoring
kerusakan hepar dianalisis dengan metode Kruskal-Wallis dan uji lanjut

Wilcoxon-Mann-Whitney dengan tingkat kepercayaan 95%,

HASIL DAN DISKUSI

Tabel 1 menunjukkan rerata jumlah sel leukosit dan persentase limfosit
mencit, dimana terdapat perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan
(p<0,05). Berdasarkan hasil uji lanjut, K2 memiliki jumlah leukosit tertinggi yaitu
25,13+4,39 ribu sel/mm?3, dan berbeda nyata terhadap kelompok K1, K3, K4,
dan K5. Sejalan dengan hal ini, pada Tabel 1 juga terlihat bahwa K2 memiliki
persentase jumlah limfosit tertinggi yaitu 75,40 + 2,32%, dibandingkan
kelompok lainnya.

Berdasarkan hasil SDS-PAGE profil protein plasma darah mencit yang
tertera pada Gambar 1, secara umum terlihat adanya 17 pita protein dengan
berat molekul masing-masing 206 kDa, 155 kDa, 128 kDa, 101 kDa, 84 kDa, 66
kDa, 54 kDa, 50 kDa, 45 kDa, 42 kDa, 37 kDa, 34 kDa, 31 kDa, 30 kDa, 26
kDa, 15 kDa, dan 13 kDa. Dari ke-17 pita tersebut, hanya terlihat 5 pita protein
yang konsisten muncul dengan ketebalan yang relatif sama pada seluruh
kelompok perlakuan (pita 206 kDa, 155 kDa, 84 kDa, 66 kDa, dan 26 kDa). Pita
protein dengan molekul berkisar 66 kDa terlihat paling tebal dan konsisten
muncul pada setiap profil (Gambar 1). Pita protein ini diduga albumin yang
merupakan protein dengan jumlah terbanyak pada plasma darah (sekitar 55-
60%) dengan berat molekul berkisar 60—-69 kDa [10,11], sementara untuk
menduga jenis protein pada pita-pita yang lain, masih harus dilakukan
pengujian lanjut.

Terdapat 12 pita protein yang menunjukkan perbedaan ekspresi dan
ketebalan antar masing-masing individu mencit dalam setiap kelompok

perlakuan. Ketebalan pita protein hasil SDS-PAGE menggambarkan tinggi



rendahnya konsentrasi protein yang terdapat di dalam sampel uji [12].
Perbedaan kemunculan dan ketebalan pita protein plasma darah antar masing-
masing mencit diduga sebagai gambaran beragam respon fisiologi yang
dihasilkan oleh masing-masing individu terhadap penginduksian benzo(a)piren,
meskipun berada dalam satu kelompok perlakuan yang sama. Perbedaan
respon yang ditunjukkan mencit terhadap zat yang digunakan sebagai
penginduksi, diduga karena adanya perbedaan bentuk adaptasi yang
dipengaruhi faktor genetik dan respon fisiologis setiap individu terhadap
masuknya bahan induksi ke dalam tubuh [13].

Selanjutnya, pada Tabel 2 tertera hasil skoring kerusakan hepar, dimana
terdapat perbedaan yang nyata pada skor kerusakan hepar K2 (dengan nilai
tertinggi) yaitu 21,25 * 3,68, dibandingkan dengan K1 dan K4. Skor kerusakan
histopatologi hepar ini memvisualisasikan kerusakan yang terjadi pada seluruh
lapang pandang preparat histopatologi hepar mencit. Jenis-jenis kerusakan
hepar yang ditemukan dalam penelitian ini (Gambar 2 dan Gambar 3) dibagi
kedalam dua katagori yaitu kerusakan di sekitar sel hepatosit dan kerusakan di
sekitar pembuluh (portal area). Kerusakan yang terlihat diantaranya degenerasi
dan nekrosis pada hepatosit, ilfiltrasi sel radang disekitar hepatosit, kongesti
(bendung darah), dilatasi (pelebaran) pembuluh dan infiltrasi jaringan ikat
disekitar portal area.

Dalam penelitian ini penginduksian benzo(a)piren terlihat meningkatan
rerata jumlah total leukosit dan persentase limfosit mencit (Tabel 1) sejalan
dengan penelitian sebelumnya [14,15,16,17], serta mengakibatkan terjadinya
kerusakan pada histopatologi hepar mencit (Tabel 2, Gambar 2 dan Gambar 3)
yang juga sejalan dengan penelitian sebelumnya (Agata, Hervidea). Namun,
penginduksian benzo(a)piren belum dapat menunjukan pengaruh terhadap
profil protein plasma darah mencit (Gambar 1).

Peningkatan jumlah leukosit total dapat menggambarkan adanya bentuk
respon humoral dan seluler tubuh dalam mengatasi zat asing (zat asing dalam
penelitian ini yaitu karsinogenik benzo(a)piren) [18]. Penginduksian karsiogenik
dapat meningkatkan jumlah limfosit pada tikus karena karsinogenik dapat

mempengaruhi limfosit untuk memproduksi sel T lebih banyak, dimana sel



Limfosit T sitotoksik merupakan salah satu efektor paling penting dari
mekanisme imunitas anti tumor [19,20].

Benzo(a)piren menunjukkan efek toksisitas terhadap organ hepar mencit,
dimana hepar merupakan organ yang rentan terhadap berbagai gangguan
metabolik seperti zat toksik, dengan beragam respon yang terbatas terhadap
cedera [21].

Hepar mencit kelopok normal terlihat pada Gambar 2(K1) dan Gambar
3(K1), struktur hepatosit normal yaitu terdapat vena sentralis di bagian tengah,
sinusoid, dan sel-sel hepatosit tersusun radiete (menyebar) menuju ke arah
perifer. Selanjutnya, portal area hepar normal tersusun atas jaringan ikat, terdiri
dari pembuluh vena porta hepatika, arteri hepatika, saluran empedu, dan
pembuluh getah bening [22].

Pada Gambar 2(K2) terlihat bahwa susunan hepatosit sudah mulai
berubah dengan batas antar sel yang sulit dibedakan. Sel-sel hepatosit
khususnya pada bagian perifer hepar terlihat cukup banyak yang mengalami
degenerasi dan nekrosis. Degenerasi yang bersifat subletal dan reversible
merupakan bentuk awal kerusakan sel hepatosit akibat gangguan toksik
sehingga menimbulkan pembengkakan atau edematosa yang dapat berdampak
pada penyempitan lumen sinusoid [23,24]. Sedangkan kematian sel hepar,
dalam hal ini nekrosis yang bersifat letal dan irreversible terjadi akibat adanya
gangguan yang signifikan terhadap organ hepar sehingga menyebabkan
destruksi hepatosit [21].

Degenerasi terjadi akibat adanya gangguan metabolisme berupa
peningkatan permeabilitas pada membran sel, sehingga dapat menyebabkan
akumulasi air (disebut degenerasi hidropik) maupun akumulasi lemak (disebut
degenerasi melemak) yang membentuk vakuola-vakuola intrasitoplasmik pada
hepatosit [25]. Kedua jenis degenerasi ini dapat dibedakan dengan jelas melalui
pewarnaan histologi Oil Red O (ORO) yang dapat mewarnai vakuola
intrasitoplasmik yang berisi lemak, sementara vakuola yang berisi air akan tetap
bening/putih tidak berwarna. Namun, dalam penelitian ini tidak dilakukan
pewarnaan ORO melainkan menggunakan pewarnaan H&E, sehingga belum

dapat mengidentifikasi jenis degenerasi yang terjadi.



Paparan zat toksik yang bersifat radikal bebas dapat menginisiasi
terbentuknya reaksi peroksidasi lipid yang mengakibatkan kerusakan serius
pada membran sel, penghambatan beberapa enzim dan fungsi seluler.
Senyawa karsinogenik benzo(a)piren menyebabkan reaksi peroksidasi lipid
pada mitokondria mencit yang dapat berakibat pada rusaknya struktur dan
penurunan produksi energi, sehingga mengakibatkan kematian sel [26,3,4].

Pada akhir fase inisiasi dalam proses karsinogenesis belum terlihat
perubahan histologis yang berarti dan perubahan biokimiawi, hanya terlihat
nekrosis sel dengan meningkatnya proliferasi sel [6]. Berbeda dengan
apoptosis, sel yang mengalami nekrosis akan melepaskan berbagai mediator
yang akan memulai proses inflamasi dan menarik datangnya sel-sel radang
berupa maka makrofag yang melakukan fagositosis pada sel-sel yang mati
[21,23]. Hal ini sesuai dengan hasil histopatologi yang menunjukkan adanya
sel-sel radang pada kelompok mencit yang diinduksi benzo(a)piren, Gambar
2(K2)*,(K3),(K4), dan(K5).

Selanjutnya, Gambar 2(K2)* menunjukkan adanya kongesti (bendung
darah) pada histopatologi K2. Kongesti terjadi akibat dilatasi kapiler pada lokasi
jejas yang melebar dan membendung aliran darah. Dalam hal ini,
penginduksian benzo(a)piren dapat menyebabkan kongesti atau bendung
darah yang terlihat pada histopatologi hepar mencit [27,28].

Pada Gambar 3(K2),(K3), dan (K5) terlihat adanya infiltrasi jaringan ikat
yang ditunjuk oleh huruf g, pada sepanjang portal area hepar disela-sela
pembuluh. Portal area pada hepar tersusun atas stuktur pembuluh dikelilingi
oleh jaringan ikat fibrosa dalam jumlah sedikit yang seolah menjadi plat
pembatas. Terjadinya cedera berulang, peradangan atau inflamasi dan paparan
zat toksik pada hepar dapat membentuk jaringan ikat baru yang berawal di
sekitar portal area (melampaui jaringan ikat yang telah ada sebelumnya),
daerah vena sentralis dan sinusoid [29]. Dalam penelitian ini, munculnya
jaringan ikat yang disertai dengan dilatasi pembuluh kemungkinan sebagai
suatu bentuk respon fisiologis hepar yang terpapar zat toksik. Secara fisiologis
munculnya jaringan ikat ini merupakan bagian dari suatu proses kerusakan dan

proses penyembuhan pada sel hepatosit. Apabila paparan dihentikan, hepar
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dapat melakukan perbaikan dan regenerasi sehingga jaringan ikat tersebut
dapat menghilang dan organ dapat kembali pada keadaan normal. Dalam
mempercepat proses perbaikan sel yang mengalami kerusakan akibat paparan
radikal bebas dan zat toksik, tubuh membutuhkan perlawanan dalam bentuk
antioksidan. Antioksidan alami yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
ekstrak metanol daun jeruju, ekstrak metanol lamun dan taurin.

Pemberian esktrak metanol daun jeruju (K3), ekstrak metanol lamun (K4)
dan taurin (K5) pada mencit menunjukkan adanya penurunan jumlah leukosit
dan penurunan persentase limfosit dibandingkan K2 (Tabel 1), serta penurunan
skor kerusakan hepar (Tabel 2) yang tervisualisasi dalam preparat histopatologi
(Gambar 2 dan Gambar 3). Hasil ini didukung oleh beberapa penelitian bahwa
tumbuhan A. ilicifolius L. mengandung senyawa metabolit saponin, tanin,
cardiac glikosida, terpenoid, flavanoids, anthraquionon dan alkaloid [30].
Senyawa metabolit pada tumbuhan memiliki potensi sebagai antioksidan yang
dapat menangkal radikal bebas dan mencegah kerusakan seluler.

Jeruju (A. ilicifolius) menunjukkan efek kemopreventif yang dapat secara
signifikan menekan jumlah leukosit yang meningkat diakibatkan karsinoma
hepatoseluler, dan mampu menekan jumlah total leukosit dan limfosit mencit
yang mengalami kanker paru akibat penginduksian benzo(a)piren [31,32].
Ekstrak A. licifolius telah dibuktikan memiliki efek antioksidan dan
hepatoprotektif yang dapat memperbaiki kerusakan hepar, memperbaiki lesi
pada jaringan hati pada tikus yang ditransplantasikan sel karsinoma EAC dan
memulihkan histopatologi hepar pada mencit yang diinduksi karsinoma
hepatoseluler [33,34,35].

Selanjutnya, ekstrak lamun jenis E. acoroides diketahui mengandung
senyawa bioaktif dari jenis flavonoid, alkaloid, dan steroid, yang berpotensi
sebagai antioksidan. Kandungan total fenol dalam ekstrak metanol E. acoroides
memiliki aktivitas tinggi dalam membersihkan radikal bebas, yang diyakini dapat
meningkatkan sistem kekebalan tubuh dengan menunjukkan aktivitas
antioksidan yang sangat kuat. Kadar total antioksidan yang telah terdeteksi

pada lamun setara dengan 1 gram asam askorbat, dimana tanaman ini dapat
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digunakan untuk mencegah berbagai penyakit degeneratif akibat stres oksidatif
[36,37,38,39].

Kelompok mencit yang diberikan bahan uji taurin (K5) menunjukkan rerata
jumlah leukosit yang paling mendekati kelompok normal (K1), dibandingkan K3
dan K4 (Tabel 1). Selajan dengan hasil penelitian ini, bahwa pemberian peroral
taurin tunggal maupun kombinasi ekstrak makroalga yang diujikan pada mencit
jantan yang diinduksi benzo(a)piren, terlihat mampu mengembalikan jumlah
leukosit mencit mendekati jumlah pada kelompok normal [14,15,16]. Disamping
itu, hasil histopatologi K5 (Gambar 2 dan Gambar 3) sejalan dengan beberapa
penelitian serupa bahwa senyawa taurin tunggal maupun kombinasi taurin
dengan ekstrak makroalga (Sargassum sp. dan Gracillaria sp.) berpengaruh
protektif dan terapeutik dalam memperbaiki struktur kerusakan histopatologi
hepar mencit yang diinduksi zat karsinogenik benzo(a)piren [28,16]. Taurin
memiliki kemampuan dalam restorasi sel hati yang mengalami kerusakan dan
menurunkan stress oksidatif. Taurin telah dianggap sebagai agen
hepatoprotektif yang dapat mengurangi terjadinya peroksidasi lipid, steatosis
pada hati, dan efek pengobatan dan perlindungan terhadap nekrosis hati [40].

KESIMPULAN

Pemberian ekstrak metanol daun jeruju, ekstrak metanol lamun dan taurin
terlihat mampu menurunkan peningkatan rerata jumlah total leukosit dan
persentase limfosit mencit, serta menurunkan tingkat kerusakan pada
histopatologi hepar mencit yang diinduksi benzo(a)piren. Namun, pemberian
keseluruhan bahan uji belum dapat menunjukan pengaruh terhadap profil

protein plasma darah mencit.
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TABEL

Tabel 1. Rerata jumlah sel leukosit dan persentase limfosit mencit

Perlakuan | Rerata Jumlah Leukosit (sel/mm?3) | Rerata Persentase Limfosit (%)
K1 7,37 £0,85° 56,40 + 4,27
K2 25,13 + 4,392 75,40 + 2,322
K3 10,76 £ 0,76° 45,80 + 8,97°
K4 10,54 + 0,73 56,60 * 4,26
K5 8,33 +1,11° 43,8 £ 12,94°

Tabel 2. Rerata skor kerusakan hepar

Perlakuan Rerata Skor Kerusakan Hepar
K1 7,20 £ 0,202
K2 21,25 + 3,68°
K3 11,00 + 1,64
K4 10,60 + 1,60°
K5 12,75 + 2,25%¢

Keterangan : superscript yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang nyata
pada hasil uji lanjut, dengan taraf kepercayaan 95%
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Gambar 1. Profil protein plasma darah mencit setiap kelompok perlakuan yang diwakili

oleh 3 individu mencit berbeda pada setiap kelompok
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ST : ¢ 9 he
(K4) — 400X (K5) — 400X
Gambar 2. Histopatologi daerah sel hepatosit hepar mencit : (a) hepatosit normal, (b)
sinusoid, (c) vena sentralis, (d) hepatosit degenerasi, (e) hepatosit nekrosis, (f) infiltrasi sel

radang, dan (g) kongesti.
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(K5) — 200X
Gambar 3. Histopatologi daerah portal area hepar mencit : (a) hepatosit normal, (b) sinusoid, (c)
vena porta hepatika, (d) saluran empedu, (e) arteri hepatika, (f) pembuluh limfatik, (g) infiltasi
jaringan ikat, dan (h) infiltrasi sel radang.
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