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Abstract
The soursop (Annona muricata Linn) are widely used in traditional medicine. The
findings of active compounds of Soursop leaf are antioxidants and anti-inflammatory.
This study suggest that soursop leaf extract has a protective effect against renal
histopathologic damage and determine the relationship of increasing the doses of soursop
leaf extract with renal damage in rats (Rattus norvegicus). Design was using completely
randomized experimental with 5 groups, G1 (aquades), G2 (DMBA 75 mg/kg body
weight), G3, G4 and G5 given the same dose of DMBA (75mg/Kg body weight) and
soursop leaf extract with different doses (100, 200 and 400 mg /kg body weight). The
number of samples 25 rats and each group contained 5 rats. The test used was Kruskal-
wallis (p<0,05) test, Post-hoc Mann Whitney (p<0,05) test. The results showed a mean
score of renal damage in G1: 0,16±0,83; G2: 2,44±1,09; G3: 2,24±0,83; G4: 1,96±0,83;
G5: 1,48±0,54. Conclusion, the dose of 400 mg/kg body weight was the most effective
dose in the inhibition of renal damage.

Key words: Antioxidant, antiinflammatory, soursop leaf (Annona muricata Linn), renal
histopathological analysis.

Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Daun Sirsak Terhadap Gambaran
Histopatologi Ginjal Tikus Yang Diinduksi Dmba

Abstrak
Tanaman sirsak (Annona muricata Linn) banyak digunakan sebagai obat tradisioanal.
Daun sirsak telah terbukti mengandung senyawa aktif  yang bersifat antioksidan dan
antiinflamasi. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan efek protektif ekstrak daun
sirsak terhadap gambaran histopatologi kerusakan ginjal dan mengetahui hubungan
peningkatan dosis ekstrak daun sirsak dengan kerusakan ginjal pada tikus putih (Rattus
norvegicus). Desain penelitian ini adalah eksperimental menggunakan rancangan acak
lengkap dengan 5 kelompok perlakuan yaitu K1 (akuades), K2 (DMBA 75 mg/kgBB),
K3, K4 dan K5 diberikan DMBA dengan dosis yang sama (75mg/KgBB) dan ekstrak
daun sirsak dengan dosis berbeda (100, 200 dan 400 mg/KgBB). Jumlah sampel 25 ekor
tikus dan setiap kelompok berisi 5 ekor tikus. Uji yang digunakan adalah uji Kruskal-
wallis (p<0,05), uji Post-hoc Mann Whitney (p<0,05). Hasil penelitian menunjukkan
rerata skor kerusakan ginjal pada K1: 0,16±0,83; K2: 2,44±1,09; K3: 2,24±0,83; K4:
1,96±0,83; K5: 1,48±0,54. Simpulan, dosis 400 mg/KgBB merupakan dosis paling efektif
dalam penghambatan kerusakan ginjal.

Kata kunci: Antioksidan, antiinflamasi, daun sirsak (Annona muricata Linn), gambaran
histopatologi ginjal.
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Pendahuluan

Penyakit yang terjadi pada organ ginjal beranekaragam tergantung dari

penyebabnya baik lokal ataupun sistemik. Di Indonesia insidensi penyakit ginjal

diperkirakan 100 perjuta penduduk atau sekitar 20.000 kasus baru dalam setahun.

Indonesia sendiri belum memiliki sistem registrasi yang lengkap dibidang

penyakit ginjal. Selain itu, mahalnya tindakan hemodialisis masih merupakan

masalah besar dan diluar jangkauan sistem kesehatan. Sebagian besar pesien

penyakit ginjal datang mencari pertolongan dalam keadaan terlambat dan pada

stadium tidak dapat pulih. Hal ini disebabkan karena penyakit ginjal pada stadium

awal umumnya tidak bergejala (Pahlevi & Bachtiar, 2013).

Akhir–akhir ini masyarakat banyak melirik pengobatan tradisional dengan

menggunakan bahan baku tanaman herbal sebagai alternatif untuk mencegah

maupun menanggulangi berbagai keluhan penyakit yang terjadi pada ginjal. Salah

satu contoh tanaman tradisional yang digunakan untuk mengobati penyakit adalah

tanaman sirsak (Haryati, 2005).

Tanaman sirsak banyak mengandung senyawa aktif yang penting bagi

kesehatan baik penyembuhan maupun pencegahan penyakit. Salah satu bagaian

dari tanaman sirsak tersebut terdapat dalam daunnya. Annonaceous acetogenins

merupakan kandungan penting dalam tanaman sirsak dan paling banyak terdapat

dalam daun dan batang sirsak. Senyawa ini berperan penting sebagai antioksidan

dan antiinflamasi terhadap sel–sel abnormal pada tubuh (Wahyuningsih, 2010).

Selain kandungan acetogenin yang bersifat antioksidan, juga terdapat

kandungan senyawa flavonoid. Flavonoid termasuk senyawa fenolik alam yang

potensial sebagai antioksidan dan mempunyai bioaktivitas sebagai obat.

Flavonoid merupakan sekelompok besar antioksidan dan juga antiinflamasi

bernama polifenol yang terdiri atas antosianidin, biflavon, katekin, flavanon,

flavon dan flavanolol (Wientarsih dkk., 2012). Oleh karena itu pada penelitian ini

dipilih daun sirsak untuk mengetahui efek protektif terhadap ginjal tikus putih

(Rattus norvegicus) galur Sprague dawley yang diinduksi DMBA.
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Metode

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan metode acak

terkontrol dengan pola post test–only control group design. Penelitian dilakukan

di Animal House Fakultas Kedokteran UNILA, sedangkan pembuatan preparat

dan pengamatannya dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi dan Histologi

Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Penelitian dilaksanakan selama 8

minggu di bulan Agustus dan September 2013.

Proses pembuatan ekstrak daun sirsak dalam penelitian ini menggunakan

etanol sebagai pelarut. Ekstraksi dimulai dari penimbangan daun sirsak.

Selanjutnya seluruh bagian tumbuhan dikeringkan dalam almari pengering, dibuat

serbuk dengan menggunakan blender atau mesin penyerbuk. Etanol dengan kadar

70% ditambahkan untuk melakukan ekstraksi dari serbuk ini selama kurang lebih

2 (dua) jam kemudian dilanjutkan maserasi selama 24 jam. Setelah masuk ke

tahap filtrasi, akan diperoleh filtrat dan residu. Filtrat yang didapatkan akan

diteruskan ke tahap evaporasi dengan Rotary evaporator pada suhu 400C sehingga

akhirnya diperoleh ekstrak kering (Sulistianto dkk., 2004).

Penelitian ini menggunakan 20 ekor tikus putih yang telah diinduksi

DMBA dan 5 ekor tikus putih normal galur Sprague dawley berumur 10–16

minggu yang diperoleh dari laboratorium Balai Penelitian Veteriner (BALITVET)

Bogor. Tikus sebanyak 25 ekor, dikelompokkan dalam 5 kelompok.  Kelompok I

sebagai kontrol normal, hanya yang diberi aquades. Kelompok II sebagai kontrol

patologis, diinduksi DMBA dengan dosis 75 mg/kgBB. Kelompok III adalah

kelompok yang telah diinduksi DMBA 75 mg/kgBB dan diberikan ekstrak daun

sirsak dosis 100 mg, kelompok IV telah diinduksi dmba 75 mg/kgBB dan

diberikan ekstrak daun sirsak dengan dosis 200 mg, dan kelompok V telah

diinduksi DMBA dan diberikan ekstrak daun sirsak dengan dosis 400 mg.

Masing–masing ekstrak daun sirsak diberikan secara intraperitoneal selama 4

minggu. Selanjutnya tikus dinarkose, dilakukan pembedahan untuk mengambil

organ ginjal, dan dilakukan pembuatan  preparat. Slide diperiksa di bawah

mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x. Preparat histopatologi dikirim ke
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laboratorium Patologi Anatomi untuk dikonsultasikan dengan ahli patologi

anatomi.

Hasil

Hasil pengamatan terhadap gambaran mikroskopis ginjal menunjukkan

bahwa kelompok kontrol negatif (KI) memiliki skor rata-rata kerusakan terendah

dan memiliki perbedaan gambaran mikroskopis secara signifikan dengan

kelompok lainnya. Hal ini dikarenakan kelompok kontrol hanya diberikan

aquadest dan pakan sehingga gambaran sel-selnya, lumen tubulus masih dalam

batas normal.

Analisis gambaran histopatologi ginjal tikus pada masing–masing

kelompok perlakuan dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil rerata gambaran histopatologi kerusakan ginjal pada kelompok uji ekstrak
daun sirsak.

Kelompok Uji Rerata skor kerusakan ginjal±SD
K1
K2
K3
K4
K5

0,16±0,83
2,44±1,09
2,24±0,83
1,96±0,83
1,48±0,54

Gambaran histopatologi ginjal tikus pada masing-masing kelompok

perlakuan dapat dilihat pada Gambar 1.
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(a) (b)                                           (c)

(d)                                                   (e)

Gambar 1. Histopatologi ginjal tikus dengan pembesaran 400x, pewarnaan HE
Ket: (a) Kelompok I; (b) Kelompok II; (c) Kelompok III; (d) Kelompok IV;
(e) kelompok V

Pembahasan

Pada kelompok kontrol positif (K2) yang hanya diinduksi oleh zat oksidan

berupa DMBA dengan dosis 75 mg/kgBB selama 4 minggu terlihat mulai

mengalami kerusakan yaitu berupa perdarahan, dilatasi tubulus dan kerusakan

epitel. Kerusakan ini terjadi akibat DMBA yang dapat menyebabkan  kerusakan

DNA, akumulasi ROS, dan memediasi inflamasi kronis (Sharma & Paliwal,

2012).

Menurut Hakkak et al., (2005) yang mengemukakan mekanisme aktivitas

karsinogenik dari DMBA terjadi melalui aktivasi metabolisme (biotransformasi).

Jalur metabolisme DMBA melalui aktivasi enzim sitokrom P450 membentuk

proximate karsinogen  dan  ultimate karsinogen. Sitokrom P-450 dan microsomal

epoxide hydrolase  (mEH) memetabolisme DMBA menjadi dua metabolit yaitu
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metabolit elektrofilik dan metabolit yang mampu membentuk  DNA adduct (DNA

yang berikatan dengan senyawa karsinogenik). Sitokrom P-450 CYP1B1

mengoksidasi DMBA menjadi 3,4-epoxides yang diikuti dengan hidrolisis

epoxides  oleh mEH membentuk metabolit proximate carcinogenic dan DMBA-

3,4-diol. Metabolit ini nantinya dioksidasi oleh CYP1A1 atau CYP1B1 menjadi

metabolit ultimate karsinogenic (DMBA-3,4-diol-1,2 epoxide). Metabolit aktif

dari DMBA adalah DMBA-3,4-diol-1,2 epoxides  yang mampu membentuk DNA

adduct. Metabolit DMBA yang membentuk DNA adduct menentukan mutasi

dalam gen dan mampu mengendalikan siklus sel, sehingga mendorong

pembelahan sel kanker. Senyawa epoxide tersebut nantinya akan berikatan secara

kovalen dengan gugus amino eksosiklik deoksiadenosin (dA) atau deoksiguanosin

(dG) pada DNA. Interaksi ini (DNA adduct) dapat menginduksi mutasi pada gen–

gen penting sehingga menyebabkan kerusakan ginjal dan bahkan dapat menginiasi

kanker.

Keberadaan ROS yang berlebihan menyebabkan terjadinya stres oksidatif

karena adanya ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan dalam

tubuh sehingga terjadi kerusakan sel yang ditandai dengan penurunan kadar

antioksidan tubuh (Fiqriyana, 2010). Peningkatan ROS dalam sel mampu merusak

jaringan yang memicu terjadinya inflamasi. Pada proses inflamasi dilepaskan

berbagai mediator, salah satu diantaranya adalah prostaglandin. Prostaglandin

disintesis dari asam arakidonat akibat adanya stimulasi kimiawi, mediator

inflamasi, fisik, dsb, dengan bantuan ezim cyclooxygenase, yaitu COX-1 dan

COX-2 yang terinduksi pada sel yang mengalami inflamasi (Cahyono, 2007).

DMBA juga menurunkan aktivitas enzim antioksidan yang bersifat kemoprotektif

terhadap radikal bebas seperti superoxide dismutase dan katalase (Paliwal et al.,

2011). Menurut Sharma et al. (2012) stres oksidatif adalah mekanisme umum

yang berkontribusi terhadap inisiasi dan perkembangan kerusakan ginjal.

Pada kelompok perlakuan yang diberikan daun sirsak yaitu kelompok III,

IV, dan V mempunyai gambaran histopatologi dengan derajat kerusakan yang

berbeda-beda tetapi lebih ringan dibandingkan dengan kelompok II. Hal ini

menunjukkan bahwa ekstrak daun sirsak memiliki kemampuan sebagai anti-
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inflamasi dan antioksidan terbukti dapat mencegah terjadinya kerusakan lebih

lanjut yang disebabkan oleh DMBA. Saat DMBA berinteraksi dengan AhR,

enzim CYP1A1 akan mengubah substratnya berupa DMBA menjadi bentuk

reaktif berupa diol–epoksida DMBA. Selain itu, senyawa polifenol dan flavonoid

berperan sebagai antiinflamasi karena aktivitasnya dilaporkan mampu

menghambat enzim siklooksigenase sehingga konversi asam arakidonat menjadi

prostaglandin tidak terjadi. Mekanisme penghambantan COX ini akan mengurangi

kerusakan ginjal (Reanmongkol & Wattanapiromsakul, 2007).

Menurut Kim et al., (2004) kandungan flavonoid yang pada penelitian ini

terdapat dalam daun sirsak kerjanya adalah dengan menginhibisi cyclooksigenase

(COX), lipooksigenase (LOX), dan beberapa derivatnya juga berefek sebagai

inhibisi nitric oxide synthase (NOS). Flavonoid menunjukkan aktivitas anti-

inflamasi secara in vitro maupun in vivo. Beberapa mekanisme aksi selular

flavonoid menunjukkan aktivitas tersebut. Senyawa ini mungkin memiliki

mekanisme aksi seluler yang multipel, namun kontribusi sebagai agen anti-

inflamasi terpenting adalah pengaruhnya pada aktivitas enzim eicosanoid. Inhibisi

enzim eicosanoid kemudian akan berimbas pada penurunan konsentrasi

prostaglandin. Efek samping penurunan konsentrasi prostaglandin ini akan

meningkatkan penurunan aliran darah ke ginjal (vasokonstriksi) yang pada

akhirnya akan mengurangi mediator–mediator inflamasi.

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun sirsak

memiliki efek sebagai renoprotektor pada tikus yang diinduksi bahan oksidan

DMBA. Hal ini dikarenakan aktivitas antioksidan dan antiinflamasi yang

terkandung di dalam daun sirsak.
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