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Abstrak

Belimbing wuluh memiliki kandungan senyawa flavonoid yang memiliki efek antioksidan dengan menghambat berbagai
reaksi oksidasi. Hepar merupakan organ metabolisme obat yang sering terkena efek toksik, salah satunya adalah akibat
pemberian parasetamol. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol belimbing wuluh terhadap
histopatologi hepar tikus yang diinduksi parasetamol. Desain penelitian ini adalah eksperimental laboratorik dengan
rancangan post test only control group design. Total jumlah sampel sejumlah 25 ekor tikus yang terbagi menjadi 5
kelompok, yaitu K(-) (akuades), K(+) (parasetamol 180mg), P1, P2, P3 diberikan parasetamol dengan dosis yang sama
(180mg) dimulai pada hari ke-8 dan ekstrak belimbing wuluh dengan dosis berbeda (0,4g, 0,8g, dan 1,6g) selama 14 hari.
Hasil rerata kerusakan histopatologi hepar tikus pada K(-) : 1,04+0,09; K(+): 2,20+0,20; P1: 1,76+0,16; P2: 1,52+0,17; P3:
1,3610,16. Uji yang digunakan adalah uji Kruskal-Wallis (p<0,05), uji Post-hoc Mann Whitney (p<0,05). Hasil penelitian
menjelaskan bahwa terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi Linn) terhadap
penurunan kerusakan histopatologi hepar tikus galur Sprague dawley yang diinduksi parasetamol.
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The Effect of Ethanol Extract of Averrhoa bilimbi as an Antioxidant on Liver
Histopathology of Sprague dawley Rats Induced by Paracetamol

Abstract

Averrhoa bilimbi contains flavonoids which have antioxidant effects by inhibiting various oxidations reaction. Liver is a
metabolic organ of the drug that is often affected by toxic effects, one of which is due to administration of paracetamol.
The objective is to determine the effect of ethanol extract of Averrhoa bilimbi as an antioxidant on liver histopathology of
rats induced by paracetamol. Laboratory experimental research with post test only control group design. The total number
of sample was 25 male rats which were devided into 5 groups, K(-) (agquadest), K(+) (paracetamol 180mg), P1, P2, P3 given
paracetamol with the same dose (180mg) starting on the 8th day and Averrhoa bilimbi extract at different doses (0,4g, 0,8g,
1,6g) for 14 days. The average of rats’s liver histopathology damage on K(-): 1,04+0,09; K(+): 2,20+0,20; P1: 1,76+0,16; P2:
1,52+0,17; P3: 1,36+0,16. The test used was Kruskal-Wallis test (p<0,05), Post-hoc Mann-Whitney test (p<0,05). The results
of the study explain that there is an effect of giving ethanol extract of Averrhoa bilimbi to decrease the liver
histopathological damage of Sprague dawley rats induced by paracetamol.
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Pendahuluan

Parasetamol adalah obat analgesik yang
paling banyak digunakan di seluruh dunia baik
itu dalam bentuk resep atau obat bebas/over-
the-counter (OTC). Obat ini ditetapkan oleh
WHO sebagai lini pertama untuk
penatalaksanaan nyeri dan saat ini
direkomendasikan sebagai lini pertama terapi
farmakologis oleh  berbagai pedoman
penatalaksanaan nyeri baik itu nyeri akut
maupun nyeri kronis.

Parasetamol aman digunakan dalam

dosis terapi dibawah 4 gram per hari. Namun
penggunaan jangka panjang dan dosis yang
berlebihan (dosis lebih dari 4-6 gram per hari)
dapat menyebabkan hepatotoksisitas. Hepato-
toksisitas merupakan kerusakan organ hati
yang dapat disebabkan oleh penggunaan obat
dalam dosis yang terlalu tinggi.>>

Penggunaan parasetamol dilaporkan
antara 65-75% di Amerika Serikat dan lebih
dari 50% di Eropa. Hampir separuh kasus
acute liver failure di Amerika Serikat
disebabkan oleh  parasetamol dengan
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penggunaan yang disengaja (bunuh diri) dan
tidak disengaja (kronis). Di Oxford, Inggris,
proporsi overdosis dengan parasetamol
meningkat dari 14,3% pada tahun 1976
menjadi 42% pada tahun 1990, dan pada
tahun 1993, sebanyak 47,8% dari semua kasus
overdosis disebabkan oleh parasetamol.*”
Kerusakan organ hepar akibat
parasetamol dosis toksik atau jangka panjang
terjadi karena suatu metabolit N-acetyl-p-
benzoquinoneimine (NAPQI) yang sangat
reaktif. Dalam keadaan normal, produk
metabolit ini akan berikatan dengan kadar
gluthation di hati dengan cepat, sehingga
menjadi bahan yang tidak toksik. Akan tetapi
pada keadaan kelebihan dosis atau pemakaian
jangka panjang dapat menyebabkan produksi
metabolit NAPQI terus bertambah dan tidak
sebanding dengan kadar gluthation di hati.
Kemudian NAPQI akan membentuk
makromolekul pada sel hati dan
mengakibatkan nekrosis sel hati.®
Kerusakan pada hati dapat dicegah
dengan efek antioksidan yang berasal dari
senyawa aktif flavonoid. Efek antioksidan
melindungi sel hepar dari kerusakan dengan
cara mencegah radikal bebas. Menurut
sebuah penelitian, senyawa flavonoid memiliki
efek antioksidan dengan menghambat
berbagai reaksi oksidasi. Semakin tinggi
kandungan flavonoid, maka potensi
antioksidannya akan semakin tinggi.”®
Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi)
adalah salah satu tanaman obat penting dari
banyak negara tropis dan subtropis di dunia.
Berdasarkan hasil analisis fitokimia, ekstrak
belimbing  wuluh  memiliki  kandungan
karbohidrat, flavonoid, fenol, glikosida, dan
asam amino. Belimbing wuluh terbukti
memiliki berbagai manfaat kesehatan salah
satunya adalah sebagai antioksidan.’
Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui  pengaruh  ekstrak  etanol
belimbing wuluh sebagai antioksidan terhadap
histopatologi hepar tikus yang diinduksi
parasetamol.

Metode

Desain penelitian eksperimental dengan
menggunakan metode rancangan acak
terkontrol dengan pola posttest-only control
group design. Berdasarkan rumus Federer,
penelitian ini menggunakan 25 ekor tikus

putih jantan galur Sprague dawley berumur
10-12 minggu yang dipilih secara random dan
dibagi menjadi 5 kelompok.

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan
Agustus — Desember 2018 dan dilakukan di
beberapa tempat antara lain Animal House
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung,
Laboratorium Kimia Organik Fakultas IImu
Pengetahuan Alam dan Matematika
Universitas Lampung, dan Laboratorium
Patologi Anatomi  Fakultas Kedokteran
Universitas Lampung.

Kriteria pengambilan sampel terdiri dari
kriteria inklusi, yaitu 1) Tikus galur Sprague
dawley, 2) Memiliki berat 200-250 gram, 3)
Berusia 10-12 minggu, 4) Kesehatan umum
baik (bergerak aktif, rambut tidak kusam,
rontok, dan botak). Kriteria eksklusi yaitu mati
selama waktu penelitian, adanya penurunan
berat badan lebih dari 10% selama masa
adaptasi, dan sakit (rambut rontok, keluar
eksudat dari hidung, ruam pada kulit).

Definisi operasional variabel penelitian
ini yaitu ekstrak buah belimbing wuluh yang
diukur dengan neraca analitik. Dosis yang
digunakan bertingkat dalam penelitian adalah
0,4 g, 0,8 g, dan 1,6 g. Skala variabel ini adalah
ordinal. Gambaran histologis hepar vyaitu
gambaran kerusakan hepar tikus yang akan
dilihat di daerah lobulus klasik area
sentrilobular dengan melakukan pengamatan
sediaan histopatologi menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x
pada 5 lapang pandang dan dinilai skor tiap
sel.  Kerusakan tiap lapang pandang
dijumlahkan dan dirata-ratakan. Skala variabel
ini adalah numerik.

Derajat kerusakan hepar ditentukan
dengan  scoring  histopathology = Manja
Roenigk, yaitu: 1) 1 jika sel hepatosit normal,
2) 2 jika sel hepatosit mengalami degenerasi
parenkimatosa, 3) 3 jika sel hepatosit
mengalami degenerasi hidropik, 4) 4 jika sel
hepatosit mengalami nekrosis.*°

Seluruh hewan coba dibagi secara
random (acak) ke dalam lima kelompok
percobaan. Kelompok percobaan pertama
adalah kelompok kontrol negatif atau K(-)
yang tidak diberi parasetamol dan tidak
diberikan ekstrak buah belimbing wuluh.
Kelompok kontrol positif atau K(+) diberikan
parasetamol dengan dosis 180mg dimulai
pada hari ke-8 tetapi tidak diberikan ekstrak
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buah belimbing wuluh. Kelompok perlakuan 1,
2, dan 3 (P1, P2, dan P3) diberikan ekstrak
buah belimbing wuluh dengan dosis berturut-
turut 0,4g, 0,8g, dan 1,6g selama 14 hari dan 2
jam kemudian diberikan parasetamol dengan
dosis 180 mg dimulai pada hari ke-8.

Data yang diperoleh dari hasil
pengamatan histopatologi di bawah
mikroskop  diuji menggunakan software
analisis statistik. Hasil penelitian dianalisis
apakah data terdistribusi normal (p>0,05) atau
tidak secara statistik dengan uji normalitas
Shapiro-wilk karena jumlah sampel <50. Jika
varians data berdistribusi normal dan
homogen dilanjutkan dengan metode uiji
parametrik, digunakan uji One Way ANOVA.
Bila tidak memenuhi uji syarat parametrik
maka digunakan uji non parametrik Kruskal-
Wallis dan dilanjutkan dengan analisis Post-
hoc.™

Hasil

Sebelum dilakukannya penelitian
utama, telah dilakukan penelitian
pendahuluan untuk menentukan dosis
parasetamol vyang akan digunakan pada
penelitian utama, dimana penelitian
pendahuluan  telah  dilakukan  dengan
menggunakan tiga kelompok tikus, yang
terdiri dari dosis 90mg, 180mg dan 360mg
yang sesuai dengan literatur.

Berikut ini adalah gambaran
histopatologi hepar tikus pada kelompok
penelitian pendahuluan.

pendahuluan perbesaran 400x

Pada kelompok perlakuan 1 terlihat sel
hepatosit masih tersusun radier dengan vena
sentralis (a) sebagai pusatnya. Beberapa sel
hepatosit tampak mengalami degenerasi
parenkimatosa (c). Sedangkan pada kelompok
perlakuan 2 terlihat sel hepatosit mengalami
degenerasi parenkimatosa (c) yang masif dan
ditemukan infiltrasi sel radang (b) serta
nekrosis (d). Pada kelompok perlakuan 3 tidak
terdapat gambaran histopatologi dikarenakan
tikus pada kelompok tersebut mati selama
penelitian dikarenakan dosis parasetamol
yang diinduksikan merupakan dosis letal.
Sehingga ditetapkan dosis 180mg sebagai
dosis parasetamol yang akan digunakan pada
penelitian utama karena dosis tersebut
menyebabkan nekrosis.

Pada penelitian utama, jumlah sampel
yang digunakan adalah 25 ekor tikus galur
Sprague dawley yang berusia 10-12 minggu
dan terbagi ke dalam 5 kelompok, yaitu
kelompok kontrol negatif atau K(-), kelompok
kontrol positif atau K(+), kelompok perlakuan
1 (P1), kelompok perlakuan 2 (P2), kelompok
perlakuan 3 (P3).

Kelompok K(-) pada penelitian ini tidak
diberikan perlakuan apapun hanya diberikan
pakan dan minum standar. Kelompok K(+)
hanya diberikan parasetamol 180mg dimulai
pada hari ke-8. Kelompok P1, P2, P3 diberikan
ekstrak belimbing wuluh dengan dosis
berbeda yaitu 0,4g, 0,8g, 1,6g, lalu 2 jam
kemudian diberikan parasetamol 180mg.
Pemberian ekstrak belimbing wuluh diberikan
selama 14 hari dan pemberian parasetamol
diberikan selama 7 hari dimulai pada hari ke-8.

Setelah masa hewan coba selesai,
kemudian hewan coba pada penelitian dibius
menggunakan kloroform dan dilakukan
laparotomi untuk mengambil organ hepar.
Selanjutnya dilakukan pembuatan preparat
mikroskopis hepar untuk masing-masing tikus.
Preparat histopatologi hepar tikus dilihat
dengan mikroskop cahaya perbesaran 400x
dalam 5 lapang pandang dan dinilai skor tiap
selnya berdasarkan scoring histopathology
Manja Roenigk.

Berikut adalah gambaran histopatologi
hepar tikus pada setiap kelompok penelitian.
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Pada kelompok K(-) terlihat sel
hepatosit tampak normal, tersusun radier
dengan vena sentralis (a) sebagai pusatnya.
Sinusoid hati tampak normal,tidak tampak
pembesaran, dan tidak tampak adanya
kongesti. Pada kelompok K(+) terlihat sel
hepatosit tampak mengalami degenerasi
parenkimatosa (c) yang masif. Selain itu juga
tampak degenerasi hidropik (d) dan nekrosis
(e) pada sebagian sel dan ditemukan adanya
infiltrasi sel radang (b). Pada kelompok P1
tampak sel hepatosit masih menunjukan
adanya degenerasi parenkimatosa (c) namun
tidak sebanyak pada kelompok kontrol positif,
tidak ditemukan adanya nekrosis dan masih
terdapat infiltrasi sel radang (b). Pada
kelompok P2 masih ditemukan sel hepatosit
yang mengalami degenerasi parenkimatosa (c)
dan infiltrasi sel radang (b), namun tidak
sebanyak pada kelompok P1, tampak sel
hepatosit normal pada sebagian lapang
pandang. Pada kelompok P3 ditemukan
degenerasi parenkimatosa (c) yang lebih
sedikit bila dibandingkan dengan kelompok
perlakuan lain, masih terdapat infiltrasi sel
radang (b).

Secara berurutan, rerata skor derajat
kerusakan per lapang pandang adalah
kelompok K(-) sebesar 1,04+0,09; K(+) sebesar
2,2040,20; P1 sebesar 1,76+0,16; P2 sebesar
1,52+0,17; P3 sebesar 1,36%0,16. Rerata
jumlah skoring derajat kerusakan hepar
terbanyak adalah K(+) yaitu tikus yang hanya
diberikan parasetamol dosis 180mg.
Sementara itu antara kelompok perlakuan 1
(P1) dengan kelompok perlakuan 2 (P2) serta

kelompok perlakuan 3 (P3) yang diberikan
ekstrak belimbing wuluh dengan dosis
bertingkat (0,4g, 0,8g, dan 1,6g) mengalami
penurunan rerata skor kerusakan hepar.

Data ini kemudian dianalisis dengan
menggunakan program statistik. Seluruh data
diuji normalitasnya dengan uji normalitas
Saphiro-Wilk karena jumlah sampel adalah
<50, dan didapatkan hasil seperti pada tabel 1.

Tabel 1. Uji Normalitas Data

Variabel Kelompok Nilai p
Derajat K(-) 0,000
kerusakan K(+) 0,119
hepar P1 0,314
P2 0,046
P3 0,314

Hasil uji ini menunjukan nilai p>0,05
hanya pada kelompok K(+), P1, P3 yang berarti
data berdistribusi normal. Sedangkan pada
kelompok lain didapatkan data tidak
berdistribusi  normal.  Data-data  yang
berdistribusi tidak normal maka tidak
memenuhi syarat untuk uji parametik One
Way Anova. Sehingga dilanjutkan dengan uji
Kruskal-Wallis dan didapatkan nilai p=0,000
yang berarti nilai p<0,05, maka hipotesis
diterima sehingga dapat disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan bermakna paling tidak
antara 2 kelompok. Analisis data dapat
dilanjutkan ke uji post hoc Mann-Whitney
untuk mengetahui perbedaan antar kelompok
dan diperoleh hasil yang disajikan pada tabel
2.
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Tabel 2. Analisis Uji Post Hoc Mann-Whitney
Histopatologi Hepar
Kelo K(-) K(+) P1 P2 P3

mpok
K(-) - ,007* ,007* ,006* ,012*
K(+) ,007* - ,014* ,008* ,008*
P1  ,007* ,014* - ,065 ,014*
P2  ,006* ,008* 065 - ,178

P3 ,012* ,008* ,014* 178 -

Keterangan: *bermakna yaitu nilai p<0,05

Berdasarkan uji Post Hoc Mann-Whitney
di atas didapatkan nilai p<0,05 yang
menunjukan bahwa terdapat perbedaan
bermakna antar kelompok menurut derajat
kerusakan hepar. Sedangkan pada uji Post Hoc
Mann-Whitney dengan p<0,05 pada kelompok
P1-P2 dan P2-P3 menunjukan bahwa tidak
terdapat  perbedaan  bermakna  antar
kelompok tersebut.

Pembahasan

Berdasarkan hasil penelitian yang
dilakukan didapatkan pada kelompok control
negative yaitu tikus yang hanya diberikan
akuades terdapat kerusakan yang sangat kecil
dengan rerata kerusakan 1,04+0,09.
Seharusnya pada kelompok control negative
tidak didapatkan adanya kerusakan pada sel
hepatosit karena pada dasarnya akuades
bukanlah suatu bahan iritatif. Hal ini bisa
disebabkan oleh adanya variabel luar yang
tidak bisa dikendalikan, seperti kondisi
psikologi tikus maupun kondis awal hepar
tikus sebelum diberikan perlakuan. Perubahan
terhadap lingkungan juga sangat berpengaruh
terhadap pola sikap dan perilaku tikus."

Gambaran histopatologi yang dinilai
adalah sel yang mengalami degenerasi
parenkimatosa, degenerasi hidropik, dan
nekrosis. Degenerasi parenkimatosa sering
disebut  juga  degenerasi  albuminosa,
degenerasi keruh, dan cloudy swelling.
Degenerasi parenkimatosa ditandai dengan
pembengkakan dan kekeruhan sitoplasma
karena endapan protein. Gambaran kedua
yaitu degenerasi hidropik ditandai dengan
pembengkakan sampai dua kali normal dan
gambaran vakuola dari ukuran kecil hingga
besar yang berisi air. Gambaran ketiga yaitu
nekrosis  ditandai  dengan perubahan
morfologi, inti sel yang mati dapat terlihat
lebih kecil. Inti bisa menjadi lebih padat
(piknotik) yang dapat hancur bersegmen-

segmen (kariokinesis) dan kemudian menjadi
seleosinofilik (kariolisis).****

Hasil pengamatan pada preparat
kelompok  control positif ~ merupakan
kelompok yang hanya diinduksi parasetamol
dengan dosis 180mg. Gambaran histopatologi
K(+) menunjukan kerusakan hepar paling
besar diantara kelompok yang lain vyaitu
dengan rerata sebesar 2,20+0,20. Secara
mikroskopis terlihat adanya degenerasi
parenkimatosa yang masif. Pada lapang
pandang lain ditemukan adanya degenerasi
hidropik dan nekrosis pada sel hepatosit yang
ditandai dengan berubahnya morfologi dari
inti sel hepatosit menjadi piknotik dan
kariokinesis serta adanya infiltrasi sel radang
yang masif.

Hal ini sesuai dengan hasil penelitian
yang dilakukan Hamidy dkk (2009), bahwa
pemberian parasetamol selama 7 hari dengan
dosis 500mg/kgBB menyebabkan kerusakan
hepar berupa adanya sel radang di sekitar
vena sentralis, nekrosis dengan nucleus
piknotik, dan disorganisasi dimana susunan
hepatosit tampak tidak beraturan. Begitu pula
dengan penelitian yang dilakukan oleh
Adeneye dan Olagunju (2008), bahwa dosis
500mg/kgBB dapat menyebabkan kerusakan
hepar berupa degenerasi hidropik (balloning
degeneration), nekrosis dengan inti piknotik,
dan infiltrasi limfositik di area trias porta.™™®

Pada penelitian sebelumnya oleh
Indahsari (2017), bahwa gambaran
histopatologi hepar tikus yang diinduksi
parasetamol selama 7 hari dengan dosis
2g/200BB, pada penelitiannya ditemukan
adanya peradangan yang banyak, bintik-bintik
hitam yang tersebar dan terkonsentrasi pada
sekitar dan dekat segitiga Kiernan dan ada
banyak nekrosis dimana sel kehilangan
intinya. Kerusakan hepar vyang terjadidi
karenakan proses stress oksidatif akibat
menumpuknya metabolit N-asetil-p-
benzoquinone  (NAPQI) yang  merusak
mitokondria dan menghambat pembentukan
energy sel hepatosit sehingga mengakibatkan
kerusakan pada hepar."

Mekanisme aktivitas hepatotoksik dari
parasetamol terjadi melalui metabolism
parasetamol yang diperantarai oleh metabolit
reaktif toksik NAPQI dan radikal bebas
Reactive Oxygene Species (ROS) yang dibentuk
dari senyawa induk oleh sistem oksidasi fungsi
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campuran sitokrom P450 vyang banyak
terdapat di daerah vena sentralis. Radikal
bebas ROS merupakan molekul dengan satu
atau lebih electron tidak berpasangan pada
orbit terluarnya, yang menyebabkan molekul
ini sangat reaktif dan tidak stabil. ROS ada
yang berasal dari dalam tubuh (endogen) dan
luar tubuh (eksogen). Dari luar tubuh, ROS
dapat berasal dari berbagai zat yang bersifat
toksik seperti parasetamol. Metabolit reaktif
toksik dan radikal bebas ROS dapat
mengganggu integritas membran sel. Radikal
bebas yang berlebihan akan menimbulkan
stress  oksidatif yang memicu proses
peroksidasi terhadap lipid dan berlanjut
menjadi kerusakan hepar.®*"*®

Hasil pengamatan pada preparat
kelompok perlakuan 1, perlakuan 2, dan
perlakuan 3 yang diberikan ekstrak etanol
belimbing wuluh dengan dosis bertingkat
(0,4g, 0,8g, dan 1,6g) didapatkan adanya
penurunan rerata skor kerusakan hepar yaitu
P1 sebesar 1,76+0,16, P2 sebesar 1,52+0,17,
dan P3 sebesar 1,36+0,16. Dari hasil penelitian
seperti yang telah didapatkan, bahwa
pemberian ekstrak belimbing  wuluh
berpengaruh terhadap gambaran
histopatologi hepar tikus yaitu menurunkan
tingkat kerusakan sel hati yang diinduksi
parasetamol.

Kandungan flavonoid yang ada pada
penelitian ini terdapat dalam buah belimbing
wuluh  diketahui  mempunyai  aktivitas
hepatoprotektor. Senyawa-senyawa polifenol
seperti flavonoid mampu menghambat reaksi
oksidasi melalui penangkapan radikal bebas
(free radical scavenging) dengan cara
menyumbangkan satu electron pada elektron
yang tidak berpasangan dalam radikal bebas
sehingga banyaknya radikal bebas menjadi
berkurang. Flavonoid diduga berpengaruh
dalam menghambat kerusakan hati dengan
cara mengikat radikal bebas sehingga
dampaknya terhadap hati berkurang. Radikal
bebas akan menyebabkan gangguan integritas
membran hepatosit sehingga menyebabkan
keluarnya berbagai enzim dari hepatosit
sehingga hal ini menjadi indicator terjadinya
kerusakan hati.”

Simpulan

Berdasarkan penelitian dapat
disimpulkan bahwa terdapat pengaruh
pemberian ekstrak etanol belimbing wuluh
(Averrhoa  bilimbi) terhadap penurunan
kerusakan histopatologi hepar tikus galur
Sprague dawley yang diinduksi parasetamol.
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