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Abstract

Background: Drug is an important cause of liver damage. Over 900 drugs, toxins, plant has been reported to cause liver damage, and medicine reaches 20-40% of all cases of liver failure. Custard apple (Annona squamosa L.) contains active compounds flavonoids that have antioxidant, antitumour and hepatoprotective effects.

Methodology: This research was a pure laboratory experimental study with post-test only control group design. This research was carried out for 8 weeks. Twenty male Wistar rats were divided into 4 groups. Group 1 (P1) was induced by carbon tetrachloride (CCl4) and were given custard apple leaves extract with dose of 300 mg / kg, group 2 (P2) was induced by carbon tetrachloride (CCl4) and were given custard apple leaves extract with dose of 350 mg / kg, the positive control group (K1) was only induced by carbon tetrachloride (CCl4), the negative control group (K2) was injected by olive oil. The effect of custard apple leaves extract was evaluated by measuring the total, indirect, and direct bilirubin level on the eighth week. 
Results: Custard apple leaves extract in P2 group obtained bilirubin levels were lower than P1 group. In the statistical test there was a significant effect of custard apple leaves extract administration to total bilirubin levels (p = 0.016) and direct bilirubin levels (p = 0.04).
Conclusion: The hepatoprotective effects of custard apple leaves extract (Annona squamosal L.) is found in treatment group 2 (P2) with the dose of 350 mg / kg body weight.
Keywords: Custard Apple leaves extract (Annona squamosa L.), carbon tetrachloride (CCl4), Bilirubin levels
Abstrak

Latar belakang: Obat merupakan salah satu penyebab penting dari kerusakan hati. Lebih dari 900 obat, toksin, tumbuhan telah dilaporkan menyebabkan gangguan hati, dan obat-obatan mencapai 20-40% dari semua kasus gagal hati. Srikaya (Annona squamosa L.) mengandung senyawa aktif flavonoid yang memiliki efek antioksidan, antitumor, dan hepatoprotektor.

Metodologi penelitian: Penelitian ini merupakan suatu penelitian eksperimental laboratoris murni dengan rancangan post-test only control group design. Penelitian ini dilakukan selama 8 minggu. Dua puluh ekor tikus wistar jantan dibagi ke dalam 4 kelompok. Kelompok perlakuan 1 (P1) diinduksi karbon tetraklorida (CCl4) dan diberikan ekstrak daun srikaya dengan dosis 300 mg / kg, kelompok perlakuan 2 (P2) diinduksi karbon tetraklorida (CCl4) dan diberikan ekstrak daun srikaya dengan dosis 350 mg / kg, kelompok kontrol positif (K1) hanya diinduksi karbon tetraklorida (CCl4), dan kelompok kontrol negatif (K2) diinjeksi minyak zaitun. Efek pemberian ekstrak daun srikaya dievaluasi dengan mengukur kadar bilirubin total, tak terkonjugasi, dan terkonjugasi pada minggu ke-8. 
Hasil: Pemberian ekstrak daun srikaya pada kelompok P2 didapatkan kadar bilirubin yang lebih rendah dibandingkan kelompok P1. Pada uji statistik didapatkan pengaruh signifikan pemberian ekstrak srikaya terhadap kadar bilirubin total (p = 0,016) dan kadar bilirubin terkonjugasi (p = 0,04).
Simpulan: Efek hepatoprotektif terdapat pada kelompok P2 yaitu pemberian ekstrak daun srikaya (Annona squamosa L.) dengan dosis 350 mg/kg BB.
Kata kunci: Daun srikaya (Annona squamosa L.), karbon tetraklorida (CCl4), kadar bilirubin
PENDAHULUAN

Obat merupakan salah satu penyebab penting dari kerusakan hati. Lebih dari 900 obat, toksin, tumbuhan telah dilaporkan menyebabkan gangguan hati, dan obat-obatan mencapai 20-40% dari semua kasus fulminant hepatic failure. Keadaan yang lebih berat dapat menyebabkan keganasan hati yaitu karsinoma hepatoselular.1
Berdasarkan data Riskesdas tahun 2013 prevalensi kejadian kanker tertinggi terdapat pada Provinsi DI Yogyakarta (4,1%), kemudian Jawa Tengah (2,1%), dan Bali (2,0%). Sedangkan prevalensi terendah terdapat di Provinsi Gorontalo (0,2%), disusul oleh Nusa Tenggara Barat, dan Papua Barat (0,6%).2
Indonesia merupakan daerah dengan beragam bahan-bahan alami yang mempunyai kandungan antioksidan cukup tinggi. Srikaya (Annona squamosa  L.) merupakan tanaman serbaguna dengan buah-buahan yang dapat dimakan dan merupakan sumber produk obat dan industri. Ekstrak daun Annona squamosa memiliki efek antioksidan, hepatoprotektif, dan antitumor.3 Srikaya (Annona squamosa  L.) merupakan tanaman serbaguna dengan buah-buahan yang dapat dimakan dan merupakan sumber produk obat dan industri. Ekstrak daun srikaya memiliki efek hepatoprotektif.3
Provinsi Nusa Tenggara Barat (NTB) memiliki tanaman srikaya yang tumbuh tersebar di berbagai wilayah seperti  Lombok Timur di daerah Pringgabaya, Kabupaten Sumbawa dan di Kabupaten Bima. Berdasarkan data dari BPS Propinsi NTB produksi srikaya tahun 2009 dan 2010 mencapai 9,298 ton.4
Karbon tetraklorida (CCl4) adalah zat hepatotoksik yang paling sering digunakan dalam penelitian yang berkaitan dengan hepatotoksisitas. CCl4 dapat menyebabkan kerusakan pada hati yang disebabkan oleh radikal bebas, CCl4 memerlukan aktivasi metabolisme terutama oleh enzim sitokrom P450 di hati. Aktivasi tersebut akan mengubah CCl4 menjadi metabolit yang lebih toksik, sehingga dapat menyebabkan kerusakan hati pada hewan coba dan manusia.5
Berdasarkan latar belakang diatas penulis ingin meneliti mengenai ‘Pengaruh Pemberian Ekstrak Daun Srikaya (Annona squamosa Linn) terhadap Kadar Bilirubin pada tikus (Rattus norvegicus) yang diinduksi karbon tetraklorida (CCl4)’.
METODOLOGI PENELITIAN
Penelitian ini merupakan suatu penelitian dengan desain penelitian eksperimental laboratoris murni dengan rancangan post-test only control group design. Desain ini melibatkan empat kelompok subjek, dua diberi perlakuan (kelompok eksperimental) yakni kelompok dosis 1 (P1), dosis 2 (P2) dan dua kelompok kontrol yang meliputi kontrol positif (K1) dan kontrol negatif (K2). Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas Mataram dan berlangsung dari bulan Maret tahun 2015 sampai dengan bulan September tahun 2015.
Unit eksperimental berupa tikus wistar albino (Rattus norvegicus) jenis kelamin jantan berusia 3-5 bulan dengan berat 200-300 gram. Jumlah hewan coba yang digunakan adalah 20 ekor, yang terbagi menjadi 4 kelompok. Kelompok Perlakuan 1 (P1) diinduksi kerusakan hati dengan CCl4 10% dosis 1 ml/kgBB selama 5 minggu dilanjutkan dengan pemberian ekstrak daun srikaya dosis 300 mg/kgBB dari minggu ke-5 sampai dengan minggu ke-8. Kelompok Perlakuan 2 (P2) diinduksi kerusakan hati dengan CCl4 10% dosis 1 ml/kgBB selama 5 minggu dilanjutkan dengan pemberian ekstrak daun srikaya dosis 350 mg/kgBB dari minggu ke-5 sampai dengan minggu ke-8. Kelompok Kontrol positif (K1) diinduksi kerusakan hati dengan CCl4  10 % dosis 1 ml/kgBB selama 5 minggu. Kelompok negatif (K2) yang diberi minyak zaitun 1 ml/kgBB selama 5 minggu. CCl4 dan minyak zaitun diberikan secara intrapeitoneal sedangkan ekstrak daun srikaya diberikan per oral.
Pada minggu ke-8 dilakukan terminasi hewan coba. Hewan coba diterminasi untuk pengambilan darah intrakardiak Darah yang telah diambil kemudian dimasukkan ke dalam tabung EDTA dan selanjutnya diperiksa menggunakan autoanalyzer untuk mengetahui kadar serum bilirubin yang meiliputi bilirubin total, bilirubin terkonjugasi, dan bilirubin tak terkonjugasi pada sampel darah tersebut.  
HASIL DAN PEMBAHASAN

HASIL
Parameter yang digunakan pada penelitian ini adalah kadar bilirubin total, terkonjugasi dan tak terkonjugasi. Rerata nilai bilirubin dari masing-masing kelompok tikus disajikan pada tabel berikut.

Tabel 1. Rerata kadar Serum Bilirubin

	Kelompok
	R
	Rerata kadar bilirubin (mg/dl)

	
	
	Bilirubin Total ( SD
	Bilirubin Terkonjugasi ( SD
	Bilirubin Tak Terkonjugasi ( SD

	P1
	5
	0,426 ( 0,058
	0,224 ( 0,045
	0,202 ( 0,031

	P2
	5
	0,354 ( 0,035
	0,134 ( 0,025
	0,220 ( 0,051

	K1
	5
	0,312 ( 0,042
	0,146 ( 0,023
	0,166 ( 0,028

	K2
	5
	0,324 ( 0,068
	0,146 ( 0,042
	0,178 ( 0,039


Keterangan:
R : Jumlah sampel yang diteliti, P1: Kelompok perlakuan yang diberi ekstrak daun srikaya dengan dosis 300 mg/kgBB, P2: Kelompok perlakuan yang diberi ekstrak daun srikaya dengan dosis 350 mg/kgBB, K1: Kelompok kontrol positif yang hanya disuntikan CCl4 10% 1 ml/kgBB, K2: Kelompok kontrol negative yang hanya disuntikan minyak zaitun.

Berdasarkan Tabel 1.  didapatkan nilai rerata tertinggi bilirubin total pada kelompok P1 yaitu 0,426 mg/dl sedangkan rerata terendah 0,312 mg/dl terdapat pada kelompok K1. Rerata bilirubin terkonjugasi tertinggi didapatkan pada kelompok P1 yaitu 0,224 mg/dl sedangkan rerata terendah dengan nilai 0,134 mg/dl terdapat pada kelompok P2. Nilai rerata bilirubin tak terkonjugasi tertinggi yaitu pada kelompok P2 (0,220 mg/dl) sedangkan nilai terendah yaitu 0,166 mg/dl didapatkan pada kelompok K1.
Berdasarkan uji normalitas (Shapiro-Wilk) dan uji homogenitas didapatkan nilai yang tidak signifikan p>0,05 pada semua kelompok. Disimpulkan bahwa data berdistribusi normal dan homogen maka selanjutnya dilakukan uji hipotesis parametrik One-Way Anova.
Tabel 2. Uji One-Way ANOVA
	Parameter
	Sig (p)

	Biliubin Total
	0,016

	Bilirubin Terkonjugasi
	0,04

	Bilirubin Tak Terkonjugasi
	0,166


Berdasarkan uji hipotesis di atas didapatkan pengaruh signifikan pemberian ekstrak daun srikaya (Anonna squamosa L) pada tikus wistar (Rattus novergicus) yang diinduksi karbon tetraklorida terhadap kadar serum bilirubin total dan bilirubin terkonjugasi tikus (p<0,05), sedangkan pada kadar serum bilirubin tak terkonjugasi tikus tidak didapatkan pengaruh yang signifikan (p>0,05). Selanjutnya dilakukan uji Post Hoc menggunakan LSD untuk menilai p antar kelompok.

Pada uji Post Hoc terdapat perbedaan yang bermakna pemberian ekstrak daun srikaya terhadap bilirubin total antara kelompok P1 dengan P2, P1 dengan K1 dan terhadap bilirubin terkonjugasi pada kelompok P1 dengan P2, P1 dengan K1, serta P1 dengan K2

PEMBAHASAN
Penelitian ini merupakan penelitian berkelompok untuk menilai fungsi hati melalui pengambilan darah intrakardiak pada tikus. Salah satu paramater yang dapat diperiksa untuk menilai fungsi hati ialah kadar serum bilirubin. Penelitian ini menggunakan ekstrak daun srikaya (Annona squamosa L) yang memiliki kandungan antioksidan seperti flavonoid yang diharapkan dapat meminimalisasi proses kerusakan hati yang diinduksi oleh pemberian CCl4.

Bilirubin merupakan senyawa endogen hasil perombakan dari sel darah merah. Pada dewasa normal sekitar 250-300 mg bilirubin dibentuk setiap harinya. Bilirubin total (TB) yang dibentuk terdiri atas bilirubin terkonjugasi dan bilirubin tak terkonjugasi. Bilirubin terkonjugasi (DB) merupakan bilirubin yang telah mengalami metabolisme di hati sehingga bersifat larut air kemudian disekresikan melalui saluran cerna dan ginjal. Bilirubin terkonjugasi dapat menggambarkan kerusakan intrahepatik dan posthepatik seperti sirosis hati. Bilirubin tidak terkonjugasi bersifat larut lemak berada di plasma terikat dengan albumin sebagai sistem transportnya. Bilirubin tak terkonjugasi dapat menggambarkan kerusakan prehepatik seperti hemolisis.5
Bilirubin sebagai salah satu parameter yang digunakan dalam menilai fungsi hati. Kadar normal serum bilirubin pada dewasa normal adalah 0,1-0,3 mg/dl. Peningkatan kadar bilirubin atau hiperbilirubinemia dapat terjadi karena peningkatan produksi dan / atau penurunan klirens bilirubin. Hiperbilirubinemia terbagi atas hiperbilirubinemia terkonjugasi, tak terkonjugasi, dan total. Hiperbilirubinemia terkonjugasi dapat dinilai dari perbandingan bilirubin total dan bilirubin terkonjugasi yaitu DB/TB>70%, sedangkan dikatakan hiperbilirubinemia tak terkonjugasi jika DB/TB<20-30%. Hiperbilirubinemia total terjadi akibat peningkatan kadar bilirubin terkonjugasi  maupun tak terkonjugasi yaitu DB/TB=30-60%.5,6
Pada penelitian ini dilakukan penilaian kadar bilirubin pada tikus wistar jantan usia 12-20 minggu dengan berat 200-300 gram. Pada tikus ini nilai normal dari masing-masing bilirubin ialah bilirubin total 0,05-0,15 mg/dl, bilirubin terkonjugasi 0,03-0,05 mg/dl, bilirubin tak terkonjugasi 0,01-0,12 mg/dl. Berdasarkan Tabel 1. didapatkan peningkatan kadar bilirubin total, bilirubin terkonjugasi, maupun tak terkonjugasi pada seluruh kelompok tikus. Perbandingan DB/TB tiap kelompok tikus menunjukkan nilai antara 30-60% yang menunjukkan bahwa tiap kelompok tikus didapatkan hiperbilirubinemia total. Hiperbilirubinemia total terjadi akibat gangguan yang mengakibatkan peningkatan produksi dan penurunan sekresi bilirubin, seperti pada pasien dengan sirosis hati.5,7
Karbon tetraklorida (CCl4) merupakan agen hepatotoksik yang telah lama dikenal dan umumnya digunakan secara ekstensif dalam beberapa penelitian mengenai penyakit hati. Karbon tetraklorida mengalami biotransformasi di sitokrom P – 450 sehingga membentuk senyawa metabolit radikal triklorometil (CCl3*) dan radikal triklorometilperoksil (CCl3O2*) yang berikatan kovalen dengan lemak, protein, karbohidrat, dan DNA yang pada akhirnya menimbulkan kerusakan pada sel-sel hati.8
Kerusakan hepatosit dan sel-sel sinusoidal hati akan mengaktivasi Sel Kupffer dan Sel Stelata di dalam hati. Sel Kupffer akan menarik berbagai sitokin dan mediator inflamasi sedangkan Sel Stelata yang teraktivasi akan mempengaruhi proses fibrogenesis pada matriks ekstraselular (MES) di hati. Proses ini akan berlanjut dan membentuk jaringan ikat pada hati sehingga terjadi fibrosis hati.9 
Berdasarkan penelitian Iredale dikatakan intoksikasi CCl4 selama 4 minggu telah menimbulkan fibrosis. Remodelling  dapat terjadi apabila dilakukan pemberhentian intoksikasi CCl4 pada minggu ke-5. Pada pemberian yang lebih lama yaitu selama 8-12 minggu agen ini mengakibatkan nekrosis, kerusakan hepatosit, serta kerusakan vaskular dan sistem drainase sinusoidal akan berlanjut menjadi sirosis hati.9
Jang dkk meneliti mengenai persentase survival rates terhadap tikus Sprague-Dawleys yang diinduksi CCl4 selama 10 minggu. Berdasarkan penelitian tersebut didapatkan pemberian CCl4 10% intraperitoneal dengan dosis 1 ml/kg BB memiliki survival rates cukup baik yaitu 90% dibandingkan dengan pemberian CCl4 30%, 40%, dan 50% yang persentase bertahan hidupnya rendah. Berdasarkan data ini peneliti memilih untuk menggunakan CCl4 10% dosis 1 ml/kg BB sebagai induktor kerusakan hati pada hewan coba.10
Tanaman srikaya (Annona squamosa) merupakan tanaman yang telah lama digunakan sebagai pengobatan tradisional pada beberapa daerah. Berbagai penelitian menunjukkan bahwa Anonna squamosa memiliki nilai medis. Ekstrak alkoholik daun srikaya (Annona squamosa L) memiliki kandungan senyawa glycoside, alkaloids, flavonoids, saponin dan phinolic. Flavonoid merupakan senyawa antioksidan yang menghasilkan beberapa efek biologis seperti hepatoprotektor, anti-inflamasi, dan anti-ulkus.11,12
Flavonoid mencegah kerusakan sel yang diakibatkan oleh radikal bebas melalui beberapa mekanisme yaitu direct radical scavenging, mencegah reaksi antara radikal bebas dengan nitric oxide, menghambat aktivitas xanthine oxidase,  dan menurunkan jumlah leukosit yang terimobilisasi. Flavonoid berikatan dengan subunit dari DNA dependent RNA Polymerase 1, berinteraksi dengan berbagai enzim di tubuh untuk langsung menginhibisi peroksidasi lipid. Sebagai hasilnya didapatkan peningkatan sintesis protein yang mengarah kepada regenerasi dan produksi hepatosit.13,14
Pada penelitian ini didapatkan pengaruh yang signifkan pemberian ekstrak srikaya terhadap kadar bilirubin total (p = 0,016) dan kadar bilirubin terkonjugasi (p = 0,04). Terdapat perbedaan yang bermakna kadar bilirubin total dan direk antara kelompok P1 dan P2. Efek hepatoprotektif yang dibuktikan dengan kadar bilirubin total ataupun direk yang lebih rendah terdapat pada kelompok P2 yaitu dengan dosis 350 mg/kg BB.
Pandey dan Dushyant meneliti pemberian ekstrak srikaya pada albino Wistar rats yang diinduksi isoniazid dan rifampisin menunjukkan kadar bilirubin, ALP, AST, ALT yang lebih rendah pada kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok hepatotoksik.15 Penelitian ini juga didukung oleh beberapa penelitian seperti penelitian yang dilakukan oleh Hussein dan Fares dan Varadharaj dkk. Hussein dan Fares meneliti aktivitas hepatoprotektif senyawa ellagitanins flavonoid pada tikus yang diinduksi N-nitrosodiethylamine. Pada penelitian ini didapatkan kadar bilirubin terkonjugasi pada kelompok perlakuan (0,79 mg/dl) lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol negatif (0,94 mg/dl).16 Penelitian selanjutnya oleh Varadhraj dkk menunjukkan kadar bilirubin yang lebih rendah pada tikus wistar jantan diinduksi Dietilnitrosamin (DEN) dengan pemberian ekstrak etanol daun srikaya pada dosis 350 mg/kg BB dibandingkan kelompok yang diinduksi, namun nilai pada kelompok perlakuan kadar bilirubin masih sedikit lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol negatif. Berbagai hasil penelitian di atas sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan peneliti.17

Pada Tabel 1. didapatkan hasil yang berbeda yaitu nilai bilirubin total pada kelompok kontrol negatif lebih tinggi dibandingkan kontrol positif, sedangkan pada nilai bilirubin terkonjugasi didapatkan rerata nilai yang sama antara K1 dan K2. Hal ini diduga karena adanya faktor pembias yaitu infeksi cacing dan lisis sel darah.

Infeksi cacing yang terdapat pada hampir tiap kelompok diduga meningkatkan kadar serum bilirubin. Cacing yang menginfeksi tiap kelompok adalah Fasciola hepatica. Cacing ini banyak terdapat pada sayuran segar. Metaserkaria dari Fasciola hepatica akan melakukan penetrasi melalui usus halus masuk ke dalam kavitas peritoneal hingga masuk ke dalam kapsula hepar menembus hepatosit dan traktus biliaris. Cacing ini akan menyebabkan obstruksi saluran di hepar sehingga akan meningkatkan kadar bilirubin.18 Penelitian yang dilakukan oleh Lopez dkk menggunakan tikus yang diberikan 20 metaserkaria per oral selama 11 minggu  menunjukkan adanya peningkatan serum bilirubin pada minggu ke-3 sampai ke-6 postinfeksi.19
Iskandar dalam penelitiannya mengenai gambaran parasit pada hewan ternak mengatakan bahwa karbon tetraklorida (CCl4) merupakan salah satu modalitas terapi fasciliosis. Karbon tetraklorida efektif dalam membunuh cacing dewasa umur 3-6 minggu. Berdasarkan data ini peneliti menduga faktor ini yang menyebabkan tidak terdapat perbedaan signifikan rerata nilai bilirubin pada kelompok K1 dan K2 pada Tabel 1.20
KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian terhadap pengaruh pemberian ekstrak daun srikaya (Annona squamosa L), maka dapat disimpulkan:

1. Pada penelitian ini didapatkan pengaruh signifikan pemberian ekstrak srikaya terhadap perbedaan kadar bilirubin total (p = 0,016) dan kadar bilirubin direk (p = 0,04).

2.  Efek hepatoprotektif terdapat pada pemberian ekstrak daun srikaya (Annona squamosa L) dengan dosis 350 mg/kg BB.
SARAN
Saran yang dapat disampaikan berdasarkan penelitian ini ialah perlu diadakan identifikasi yang lebih mendalam mengenai kandungan berbagai senyawa lain dalam ekstrak daun srikaya
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