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Pengaruh Ekstrak Gambir (Uncaria gambir Roxb.) Sebagai Preventif
Fibrosis Hepar Pada Tikus (Rattus norvegicus) Berdasarkan
Kadar Bilirubin Total dan Albumin

ABSTRAK

Fibrosis hepar merupakan salah satu akibat dari kerusakan hepar kronik yang
ditandai dengan akumulasi berlebihan protein Extracellular Matrix (ECM)
termasuk kolagen dengan gejala yang muncul seiring bertambahnya tingkat
keparahan fibrosis. Pembuatan hewan model fibrosis hepar dilakukan dengan
menggunakan hewan coba yang diinduksi CCls, Penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui indikasi ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagai alternatif
tindakan preventif pada hewan model tikus fibrosis hepar berdasarkan kadar
albumin dan bilirubin total. Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus jantan
berumur 8-12 minggu dengan berat 150-200 gram, Rancangan Acak Lengkap
(RAL) menggunakan lima kelompok, kontrol positif (CCls), kelompok kontrol
negatif, kelompok preventif dosis 130 mg/kg BB (I), 260 mg/kg BB (11), dan 390
mg/kg BB (Ill). Pengukuran kadar albumin dan kadar bilirubin total
menggunakan spektofotometer dan dianalisis menggunakan ragam one-way
ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Tukey alfa=5%. Hasil dari penelitian ini
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak gambir sebagai preventif pada tikus
model fibrosis hepar dengan dosis efektif 390 mg/kg BB dapat meningkatkan
kadar albumin serum dan menurunkan kadar bilirubin total dari kontrol positif.
Kesimpulan penelitian ini bahwa ekstrak gambir dapat digunakan sebagai
preventif fibrosis hepar pada tikus yang diinduksi karbon tetraklorida.

Kata kunci: Gambir, fibrosis hepar, CCls, kadar albumin, bilirubin total.



Effects of Gambir Extract (Uncaria gambir Roxb.) As Preventive Fibrosis
Hepar On Rats (Rattus norvegicus) Based On Total Bilirubin and
Albumin Levels

ABSTRACT

Hepatic fibrosis is one result of chronic liver damage characterized by excessive
accumulation of Extracellular Matrix (ECM) proteins including collagen with
symptoms that appear with increasing severity of fibrosis. Animal model making
of hepatic fibrosis was performed using CCls induced animal. This study was
conducted to determine the indications of gambir extract (Uncaria gambir Roxb.)
As an alternative preventive action in mouse model of liver fibrosis based on total
albumin and bilirubin levels. The study used male rats from 8 to 12 weeks old
with weight 150-200 grams, Completely Randomized Design (CRD) using five
groups, positive control (CCl4), negative control group, dose preventive group
130 mg/kg body weight (1), 260 mg/kg BW (lI), and 390 mg/kg BW (III).
Measurements of aloumin content and total bilirubin content were measured using
a spectrophotometer and analyzed by variety one-way ANOVA and followed by
testing Tukey alfa = 5%. The results of this study indicate that giving gambir
extract as preventive in mouse model of hepatic fibrosis with effective dose of
390 mg/kg BW can increase serum albumin level and decrease total bilirubin level
from positive controls. The conclusion of this research that gambir extract can be
used as a preventive liver fibrosis in rats induced by carbon tetrachloride.

Keywords: Gambir, hepatic fibrosis, CCl4, albumin levels, total bilirubin.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit hepar kronis yang dapat terjadi karena kerusakan hepar yang
disebabkan oleh zat toksik maupun karena adanya infeksi adalah fibrosis hepar.
Fibrosis hepar ditandai dengan adanya akumulasi berlebihan protein Extracellular
Matrix (ECM) termasuk kolagen (Achmad, 2012). Salah satu efek yang ditimbulkan
dari fibrosis hepar pada awalnya tidak begitu terlihat bagi tubuh, karena fibrosis
termasuk salah satu penyakit kronis yang terjadi di hepar.

Kerusakan hepar dapat terjadi karena interaksi antara radikal bebas hasil
metabolisme obat dan metabolisme tubuh dengan biomolekul penyusun sel hepar.
Interaksi radikal bebas merusak membran sel dan menyebabkan perubahan. Kondisi
ini akan menimbulkan gangguan fungsi hepar, diantaranya adalah gangguan sintesis
protein albumin yang menyebabkan hipoalbuminemia (Evan, 2002). Pada kondisi
kerusakan hepar juga akan menyebabkan terganggunya sirkulasi bilirubin, sebagai
hasil pemecahan dari sel darah merah juga akan terganggu. Menurut Tolman (2000)
kadar total bilirubin berkisar antara 0,02-1 mg/dL, dan peningkatan kadar total bilirubin
akan menunjukkan adanya gangguan pada hepar.

Kejadian fibrosis hepar pada hewan kecil terutama pada kucing jarang terjadi
tapi sebaliknya sering terjadi pada anjing. Menurut Williams et al (2005), prevalensi

penyakit hati pada hewan khususnya hewan kecil mencapai angka 10% dari seluruh



kejadian penyakit sistemik pada hewan kecil. Walaupun kasus fibrosis hati ini umum
pada hewan kecil khususnya anjing, tetapi untuk terapinya sendiri masih belum
diketahui sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut.

Bahan alam dapat dijadikan sebagai salah satu alternatif untuk pengobatan
fibrosis hepar dikarenakan harganya yang relatif murah dan efek samping yang
mungkin ditimbulkan lebih sedikit. Salah satu bahan alam yang biasa digunakan adalah
gambir (Wahyuningsih, 2006). Gambir mengandung senyawa fenol yaitu flavonoid.
Gambir memiliki kandungan flavonoid yang tinggi dimana kandungan flavonoid utama
yang digunakan sebagai hepatoprotektan pada gambir adalah katekin. Katekin yang
berfungsi sebagai hepatoprotektor mampu menetralisir - radikal bebas dengan

menurunkan reaksi oksidasi lipid (Fahrudin, 2015).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka rumusan masalah dari
penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Apakah ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagai preventif fibrosis hepar
dapat menurunkan kadar bilirubin total pada tikus (Rattus norvegicus) model
fibrosis hepar.

2. Apakah ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagai preventif fibrosis hepar
dapat meningkatkan kadar albumin pada tikus (Rattus norvegicus) model fibrosis

hepar.



1.3 Batasan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan dan dengan adanya Ethical

Clearence No: 816-KEP-UB, maka penelitian ini dibatasi pada:

1.

Hewan model yang digunakan adalah tikus (Rattus norvegicus) jantan galur wistar
umur 8-12 minggu dengan berat badan antara 150-200 gram yang diperoleh dari
Laboratorium Farmakologi, Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya
(Achmad, 2012).

Pembuatan hewan model fibrosis hepar pada tikus dilakukan dengan induksi CCl4
secara intraperitoneal. Dosis yang digunakan adalah 2 mL/kg BB yang diberikan
3 kali seminggu selama 4 minggu (Achmad, 2012). (Lampiran 5)

Ekstraksi gambir (Uncaria gambir Roxb) dilakukan di Laboratorium UPT Materia
Medika, Kota Batu dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96%,
perbandingan 1:4 (Fahrudin, 2015).

Dosis ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb) yaitu 130 mg/ kg BB (dosis 1), 260
mg/kg BB (dosis 2), dan 390 mg/kg BB (dosis 3) diberikan secara peroral.
Penentuan dosis ekstrak gambir dengan modifikasi berdasarkan pada penelitian
Fahrudin (2015).

Variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah kadar albumin dan kadar

bilirubin menggunakan spektofotometer.



1.4 Tujuan
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, tujuan dari penelitian ini

adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui indikasi pemberian ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagai
preventif fibrosis hepar untuk menurunkan kadar bilirubin total pada tikus (Rattus
norvegicus) model fibrosis hepar.

2. Mengetahui indikasi ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagai preventif
fibrosis hepar untuk meningkatkan kadar albumin pada tikus (Rattus norvegicus)

model fibrosis hepar.

1.5 Manfaat
Manfaat dari penelitian ini yaitu diharapkan dapat menjadi sumber informasi

dalam kajian ilmiah tentang manfaat dari gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagali
tindakan preventif terhadap fibrosis hepar pada hewan terutama hewan kecil karena

kasus fibrosis umum pada hewan kecil.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Hepar

Hepar adalah organ metabolik terbesar dan juga merupakan organ pertama yang
menghadapi proses pencernaan nutrisi, vitamin, logam, obat-obatan, dan bahan toksik
dari lingkungan yang masuk ke dalam vena porta (Sherwood, 2009). Hepar menjadi
pusat metabolisme dalam tubuh yang di dukung oleh letak anatomisnya. Hati
menerima pendarahan dari sirkulasi sistemik melalui arteri hepatika dan menampung
aliran darah dari sistem porta yang mengandung zat makanan yang diabsorbsi oleh
usus. Karena itulah fungsi dari organ hati penting untuk diketahui dalam menilai
kesehatan (Pincus, 2007).

Hepar tikus terbagi menjadi empat lobus yaitu lobus dexter, lobus sinister, lobus
median, dan lobus caudatus (Boorman, 2006). Hepar terletak di bawah rongga
abdomen atas yang pada keadaan segar warnanya merah tua atau merah coklat. Warna
merah pada hepar disebabkan oleh banyaknya kandungan darah pada hepar itu sendiri.
Setiap lobus hepar dibagi menjadi lobulus, yang merupakan unit mikroskopik dan
fungsional organ. Setiap lobulus berbentuk heksagonal yang terdiri atas lempeng-
lempeng sel hepar berbentuk kubus yang tersusun radial mengelilingi vena sentralis.
Diantara lempengan sel hepar terdapat kapiler-kapiler yang dinamakan sinusoid, yang
juga merupakan cabang vena porta dan arteri hepatika. Sinusoid ini dibatasi oleh sel

fagositik atau sel Kupffer yang berasal dari sirkulasi dan termasuk dalam system fagosit



mononuklear berfungsi untuk menelan bakteri dan benda asing dalam darah (Lestari,
2012).

Hepar memiliki berbagai fungsi, untuk metabolisme hampir semua zat
makanan seperti karbohidrat, protein, lipid, vitamin, mineral, dan hormone (Lee, 2003;
Dufour, 2000). Fungsi hati juga dibedakan pada beberapa hal yaitu dengan fungsi
sintesisnya (glikogenesis, albumin, factor koagulasi, fosfolipid, kolesterol, trigliserida,
apoliprotein, enzim, lecithinecholestrolacyl transferase (LCAT), eksresi (asam
empedu, garam empedu, pigmen empedu, dan obat-obatan), detoksikasi seperti
amoniak dan bilirubin, penyimpanan (vitamin A, D, B12, mineral Fe, dan Cu), filtrasi
fagositosis (zat toksik dan bakteri oleh sel kuffer), dan katabolisme (hormon estrogen
dan obat-obatan) (Dufour, 2000; Pincus, 2007).

2.2 Fibrosis Hati

Fibrosis hepar merupakan akumulasi berlebihan dari protein matriks
ekstraseluler termasuk kolagen yang terjadi pada sebagian besar jenis penyakit hepar
kronis. Akumulasi protein ECM mendistorsi struktur hepar dengan membentuk bekas
luka berserat, yang kemudian mejadi sirosis (Bataller and Brenner, 2005). Penumpukan
protein matriks ekstraseuler yang berlebihan menyebabkan gangguan arsitektur hati ,
yang membentuk jaringan ikat yang diikuti regenerasi sel hepatosit. Dan bila fibrosis
berjalan secara progresif, dapat menyebabkan sirosis hati (Amirudin, 2007). Sirosis
menghasilkan disfungsi hepatoseluler dan ketahanan intrahepatik meningkat menjadi
aliran darah yang menyebabkan kegagalan hepar dan hipertensi portal (Bataller and

Brenner, 2005).



Fibrosis hati terjadi berawal dari usaha hati untuk menyembuhkan luka atau
cedera. Pada hepar terdapat sel hepatic Stellat cells (HSC). HSC terdapat pada space
of dissed tempat penyimpanan vitamin A, namun pada saat terjadi cedera pada hati
maka HSC akan berfokus pada tempat terjadinya luka dan mensekresi sejumlah
jaringan parut atau Extracellular Matrix (ECM). Pada penderita fibrosis hati tidak
dapat dideteksi dejak dini, karena pada saat hati menghasilkan ECM hati masih bekerja,
namun produksi ECM akan terus meningkat (Amirudin, 2007). Salah satu cara menilai
derajat fibrosis hati dapat dilakukan dengan biopsy hati tetapi memiliki berbagai efek
samping yang tinggi berupa perdarahan dan nyeri. Cara lain untuk menilai fibrosis hati
yaitu dengan menggunakan pemeriksaanmagnetic resonance imaging (MRI), dan
fibroscan. Hanya pemeriksaan ini membutuhkan biaya yang tinggi. Pemeriksaan
fibrosis hati yang sederhana adalah pemeriksaan aspartate aminotransferase to platelet
ratio index (APRI) sehingga dapat lebih mudah dan cepat menilai kejadian fibrosis hati.
Skor APRI merupakan pemeriksaan indirect marker dengan dua parameter
pemeriksaan laboratorium yaitu Aspartat aminotransferase (AST) dan jumlah platelet
yang sangat mudah dilakukan dan biaya yang relatif murah. Wai (2003) membut
rumus indeks rasio aspartat aminotransferase dan platelet (Skor APRI) sebagai berikut:
Aspartat aminotransferase (AST)/ batas atas normal x (100 XAT).

2.2.1 Fibrosis Hepar karena Induksi Carbon Tetrachlorida (CCla)

Karbon tetrachloride termasuk pada golongan hidrokarbon alifatik
terhalogenasi dan bersifat toksik terhadap hati, jantung, dan ginjal. Pemberian CCL4

sebanyak 5 mL akan menyebabkan kerusakan hati dan ginjal sekaligus dalam jangka



waktu sekitar 1-3 hari (Olson, 2004). Tanda dan gejala dari kerusakan hati akan terlihat
setelah beberapa jam sampai 2-3 hari setelah konsumsi CCL4 (Hardman and Limbird,
2001).

Menurut Liedtke et al (2013), berdasarkan penelitian yang telah dilakukan pada
ketiga senyawa tersebut, yaitu CCls, thioacetamide (TAA), serta dimethylnitrosamine
(DMN) dnyatakan bahwa CCl4 lebih unggul dari kedua senyawa yang lain karena CCls
tidak bersifat mutagenik ataupun karsinogenik, dan menimbulkan efek fibrosis cepat
serta efektif. Pemberian CCls yang efektif adalah melalui intraperitoneal, karena
pembuluh darah yang berada pada rongga abdomen tidak begitu banyak. Sehingga zat
toksik yang terkandung dalam CCl4 dapat diserap secara perlahan oleh tubuh. Apabila
CCls diberikan secara peroral akan berpengaruh langsung terhadap fungsi organ
pencernaan. Sedangkan pemberian melalui intravena dapat menyebabkan kematian
karena senyawa tersebut akan disirkulasikan secara langsung ke seluruh bagian tubuh.

Menurut Fahrudin (2015), metabolisme CCls menghasilkan senyawa metabolit
reaktif CCls dan CCl3O.. Kedua metabolit tersebut akan menimbulkan reaksi oksidasi
berantai yang mengakibatkan kerusakan pada struktur sel hepar dan berlanjut pada
kematian sel. Kerusakan sel hepar akan digantikan oleh jaringan kolagen. Kolagen
merupakan salah satu ECM sebagai indikasi terjadi fibrosis hepar. Fibrosis hepar yang
terdistribusi luas pada jaringan, mengindikasikan terjadinya kerusakan sel dan jaringan
yang semakin parah dan keadaan fibrosis hepar yang berkurang merupakan kondisi

pemulihan dari jaringan atau sel hepar yang rusak.



Pemberian CCls dalam dosis tinggi dapat merusak endoplasmik retikulum,
mengakumulasi lipid, mengurangi sintesis protein, mengacaukan proses oksidasi,
menurunkan bobot badan, menyebabkan pembengkakan hepar, sehingga bobot hepar
menjadi bertambah, dan pemberian jangka panjang dapat menyebabkan nekrosis
sentrilobular serta degenerasi lemak di hepar (Panjaitan, 2007).

2.2.2 Kadar Bilirubin Total pada Fibrosis Hati

Bilirubin merupakan suatu produk pengurai eritrosit, 80-86% nya berasal dari
hemoglobin dan sisanya berasal dari protein yang mengandung heme contohnya P450,
myoglobin dan lain-lain (Sherlock and Dooley, 2002; Fevery, 2008). Dalam hati,
Hepatosit melepaskan ikatan dan mengkonjugasi dengan asam glukoronat sehingga
bersifat larut air. Proses konjugasi melibatkan enzim glukoroniltransferase, selain
dalam bentuk diglukoronida dapat juga berbentuk monoglukoronida atau ikatan dengan
glukosa, xylosa dan sulfat. Bilirubin terkonjugasi dikeluarkan melalui proses energi ke
dalam system bilier (Sedlak and Snyder, 2009). Bilirubin tidak terkonjugasi
bersirkulasi dalam darah, berikatan dengan albumin membentuk kompleks bilirubin-
albumin sehingga memiliki sifat larut lemak. Metabolisme bilirubin tidak terkonjugasi
berlangsung dalam tiga langkah. Langkah pertama yaitu pengambilan bilirubin oleh
sel-sel hepar dengan melepaskan ikatan albumin. Langkah kedua adalah bilirubin
dikonjugasi dengan asam glukuronat. Langkah ketiga yaitu bilirubin terkonjugasi
diekskresikan melalui saluram empedu ke usus halus. Pada usus halus, bilirubin
terkonjugasi didekonjugasi oleh mikroba usus halus menjadi urobilinogen. Sebagian

urobilinogen kembali lagi ke hepar melalui sistem sirkulasi enterohepatik dan
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diresekresikan kembali kedalam cairan empedu (Harlina dan Huminto, 2011; Corwin,
2009; Sherlock and Dooley, 2002).

Bilirubin dapat dikatakan sebagai substansi hasil pemecahan sel darah merah
setelah 120 hari. Sifat bilirubin yang sukar larut dalam air ini menyebabkan di
perlukannya molekul karier untuk transpor bilirubin dari tempat produksi di
retikuloendotelial ke dalam hati untuk ekskresi. Molekul karier yang dimaksud adalah
albumin, dan setiap molekul albumin mampu mengikat satu molekul bilirubin.
Bilirubin memiliki peran yang sangat penting yaitu sebagai antioksidan endogen
dimana konsentrasinya dapat meningkat akibat konsumsi berlebihan dari radikal bebas.
Ketika bilirubin mulai bertindak sebagai antioksidan, maka bilirubin sendiri akan
teroksidasi menjadi biliverdin. (Sedlak et al, 2004).

Kerusakan hati akan mempengaruhi enzim-enzim pada hati, bilirubin, dan
protein dalam serum. Dari penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa pemberian CCL4
akan meningkatkan kadar bilirubin total, enzim ALT, AST, dan ALP, sebaliknya kadar
protein total dalam serum akan menurun 3, 14-16. Sehingga daya proteksi suatu
senyawa terhadap CCL4 dapat dinilai dari kemampuannya dalam menghambat
peroksidasi lipid, menekan aktivitas enzim ALT dan AST dan meningkatkan aktivitas
enzim antioksidan (Sedlak and Snyder, 2009).

Bilirubin total merupakan biomarker yang berkaitan dengan gangguan
homeostasis bilirubin. Pada saat bilirubin total meningkat maka menunjukkan adanya
gangguan fungsi hepar yang menyebabkan kerusakan hepar (Gupta, 2014). Kadar

bilirubin yang meningkat disebabkan oleh beberapa hal yaitu produksi bilirubin yang
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meningkat (berlebihan), adanya gangguan fungsi hati, dan gangguan pengeluaran
bilirubin contohnya terjadi sumbatan pada saluran empedu (batu/tumor) sehingga
bilirubin tidak dapat keluar dan mengakibatkan peningkatan kadar bilirubin itu sendiri
(Dannery et al, 2001). Juga beberapa factor yang menyebabkan peningkatan kadar
bilirubin total adalah kebocoran bilirubin dari sel-sel hati atau sel duktuli sehingga
bilirubin dapat masuk dalam aliran darah dan dapat memasuki semua cairan tubuh
seperti cairan otak, cairan asites atau mewarnai kulit, sclera, dan lannya (Dannery et
al, 2001).

Pada ganguan fungsi hepar akibat kerusakan fungsi hepar, kadar bilirubin
dalam darah akan meningkat. Keadaan ini akan menyebabkan ikterus, yaitu
peningkatan kadar bilirubin dalam plasma yang akan tampak secara klinis. Kondisi
Klinis yang terlihat biasanya adanya warna kuning pada mukosa, kulit dan sklera mata.
Kadar bilirubin normal tikus berkisar antara 0,02-1 mg/dL (Tolman, 2000). Perubahan
ini terjadi bila kadar bilirubin total lebih besar dari 2,5 mg/dL.

2.2.3 Kadar Albumin Pada Fibrosis Hati

Albumin merupakan protein pengangkut utama yang disintesa di hepar yang
berfungsi untuk menjaga tekanan osmotik cairan intravaskuler dan jaringan (Guyton
and Hall, 2006) dengan waktu paruh kurang lebih 21 hari. Albumin juga mengisi 50%
protein dalam darah dan juga menentukan 75% tekanan onkotik koloid. Kadar albumin
dalam serum dapat berkurang pada kondisi nutrisi yang tidak baik, penyakit inflamasi
dan penyakit hati lanjut (Fulk et al, 2010). Albumin juga sangat berperan penting dalam

transportasi berbagai molekul termasuk bilirubin, asam lemak bebas, obat-obatan dan
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hormon (Nagao et Sata, 2010). Kadar albumin pada kasus fibrosis mengalami
penurunan, dan kondisi hipoalbumin ini sangat berhubungan dengan mortalitas
(Friedman et Fadem, 2010).

Ada dua faktor yang dapat mempengaruhi pengaturan sintesis albumin
diantaranya adalah asupan nutrisi khususnya protein dan penyakit. Kadar albumin juga
dapat turun pada pasien dengan gangguan inflamasi dan sakit yang lain (Friedman et
Fadem, 2010). Hipoalbumin dapat disebabkan hal yang bervariasi termasuk di
dalamnya yaitu sindroma nefrotik, gagal jantung, penyakit hati dan malnutrisi.

Pada gangguan fungsi hati kadar albumin yang rendah umumnya terjadi karena
gagal hati yang kronis. Dalam penelitiannya Nagao et Sata, (2010) menyimpulkan
bahwa kadar albumin serum sebagai faktor resiko yang independen untuk mortalitas
di karenakan berbagai sebab pada populasi yang lebih tua dan merupakan indikator
prognostik yang penting.

Penurunan albumin biasanya dikaitkan pada dua faktor, yaitu berat dan lamanya
penyakit. Cadangan sintesis protein oleh hepatosit besar, sehingga bila terjadi
penurunan kadar albumin maka dipastikan terjadi kerusakan hepatosit yang luas. Fulk
et al (2010) menyatakan bahwa albumin disintesa di hepar dengan waktu paruh kurang
lebih 21 hari, sedangkan menurut Amiruddin (2002) waktu paruh albumin cukup lama
yaitu sekitar 20 hari. Pada waktu paruh yang cukup lama ini bila penurunan kadar
albumin ini terjadi maka diperkirakan kerusakan hepar sudah berlangsung lama.

Mekanisme langsung yang berhubungan dengan kematian yang disebabkan

karena hipoalbumin masih belum jelas. Vincent at al (2014) menyatakan bahwa,
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penurunan kadar albumin menyebabkan gangguan pada homeostasis normal,
metabolisme dan pengiriman obat beserta efikasinya, sehingga perlu dilakukan
penyesuaian dalam pemberian obatnya. Hipoalbumin juga dapat menyebabkan edema,
salah satunya yaitu edema paru yang dapat menyebabkan kematian.

Hepar sangat berperan penting dalam mensintesa protein. Sumber protein
serum yang disintesa di hepar adalah albumin, fibrinogen, plasminogen, transferin,
faktor-faktor koagulasi dan globulin semuanya disintesis dalam sel-sel parenkim hepar.
Perubahan fraksi protein yang paling sering terjadi pada penyakit hepar ini adalah
penurunan kadar aloumin dan kenaikan kadar globulin. Menurut Sutedjo (2007) kadar
albumin normal pada tikus jantan berkisar antara 2,5-5,0 g/dL. Kadar aloumin yang
menurun secara teratur terjadi karena penyakit hepar sudah berlangsung lebih dari tiga
minggu (Sacher and McPherson, 2004).

2.3 Hewan Model Tikus (Rattus norvegicus)

Hewan model merupakan salah satu hewan khusus yang dikembangbiakkan
untuk keperluan penelitian secara biologic. Hewan model digunakan sebagai model
penelitian yang berkaitan dengan pengaruh obat atau bahan kimia. Terdapat tiga galur
atau varietas tikus Rattus norvegicus yang biasa digunakan sebagai hewan percobaaan
yaitu galur Sprague Dawley, Wistar, dan Long Evans (Armitage, 2004). Tikus yang
digunakan dalam penelitian ini adalah spesies Rattus norvegicus galur Wistar jantan.
Tikus galur wistar (Rattus norvegicus) lebih besar daripada famili tikus pada
umumnya. Tikus ini memiliki panjang mencapai 40 cm, jika diukur dari hidung sampai

ujung ekor dengan berat 140-500 gram. Tikus betina biasanya memiliki ukuran tubuh
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yang lebih kecil dibandingkan tikus jantan, dan memiliki kematangan seksual pada
umur 4 bulan dan dapat hidup selama 4 tahun. Beberapa alasan tikus digunakan sebagai
hewan coba karena tikus memiliki daya adaptasi yang baik, penanganan dan
pemeliharaannya mudah, biaya yang dibutuhkan tidak mahal, umur relatif pendek
(Purwaningtyas, 2016).

Menurut Armitage (2004), klasifikasi dari tikus Rattus norvegicus adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Animalia

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Famili : Muridae

Genus . Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

Penelitian ini menggunakan hewan coba tikus (Rattus norvegicus) yang
sebelumnya telah mengacu pada penelitian Achamd (2012), mengenai tikus yang
digunakan sebagai hewan coba fibrosis hepar yang diinduksi CCls. Penelitian ini
menggunakan tikus jantan (Rattus norvegicus L.) yang berusia sekitar 8-12 minggu
dengan bobot badan berkisar 150-200 gram. Tikus dipelihara menggunakan kandang
dari polycarbonate serta mendapatkan pakan dan minum secara ad libitum. Tikus
diaklimatisasi selama tujuh hari pada ruangan dengan siklus 1 jam (terang/gelap),

kelembaban 70% + 2%, suhu 22° C + 2° C.
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2.4 Gambir (Uncaria gambir Roxb.)
Menurut Departemen Kesehatan Rl (1989), berdasarkan ilmu taksonomi,

adapun klasifikasi tumbuhan gambir adalah:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Ordo . Asteridae

Familia : Rubiaceae

Genus : Uncaria

Spesies : Uncaria gambir Roxb

‘(\ : : | : & i f‘&' N o
Gambar. Kiri: Daun dan Bunga Gambir (sumber. InetArticle.com), Kanan: Gambir
(sumber.gambirgold.com).

Gambir (Uncaria gambir (Hunter) Roxb.) merupakan tumbuhan yang tumbuh
di kawasan tropis dan digunakan sebagai antidiare dan astringen di Asia (Anggraini
dkk., 2011). Tumbuhan ini dikenal di Sumatera sebagai gambee, gani, kacu, sontang,
gambe, gambie, gambu, gimber, pengilom, dan sepelet. Di Jawa dikenal sebagai santun

dan ghambhir. Di Kalimantan dikenal sebagai gamelo, gambit, game, gambiri, gata dan
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gaber. Di Nusa Tenggara dikenal sebagai Tagambe, gembele, gamelo, gambit, gambe,
gambiri, gata dan gaber. Di Maluku dikenal sebagai kampir, kambir, ngamir, gamer,
gabi, tagabere, gabere, gaber dan gambe (Anonim b, 2000).

Gambir adalah sejenis getah yang dikeringkan dan berasal dari ekstrak remasan
daun dan ranting tumbuhan yang bernama sama. Nama lainnya adalah catechu, gutta
gambir, catechu pallidum (pale catechu) (Agoes, 2010). Gambir (Uncaria gambir
Roxb.) merupakan tumbuhan asli Asia Tenggara terutama pulau Sumatera dan
dibudidayakan terutama di daerah Sumatera Barat (Badan POM RI, 2010). Tumbuhan
ini hidup di area terbuka di dalam hutan, kawasan hutan yang lembab, area terbuka
bebas peladangan atau pinggir hutan pada ketinggi 200 — 900 m dpl (Sampurno dkk.,
2007).

Potensi yang dimiliki gambir tidak terlepas dari senyawa bioaktif yang
terkandung di dalamnya. Gambir mengandung golongan polifenol seperti senyawa
alkaloid, terpenoid, flavonoid dan senyawa polifenol lainnya. Flavonoid merupakan
senyawa fenol yang terbesar di alam (Frinanda, 2014). Flavonoid utama yang
terkandung di dalam gambir adalah katekin. Katekin yang terkandung pada produk
gambir di Indonesia antara 25-95% tergantung pada proses pengolahannya. Selain
katekin, terdapat senyawa kimia lain dalam gambir meliputi quercetin, asam
catechutannat, pyrocathecol, gambir fluoresensi, red catechu, fixed oil, lilin, tanin, dan
alkaloid (Fahrudin, 2015).

Gambir berpotensi sebagai hepatoprotektor dengan menurunkan reaksi oksidasi

lipid (Fahrudin, 2015). Gambir memiliki kandungan flavonoid yang tinggi, flavonoid
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merupakan salah satu komponen yang terkandung dalam tanaman dan dapat ditemukan
pada semua tanaman vaskuler. Kandungan flavonoid utama yang berperan sebagai
hepatoprotektor pada gambir adalah katekin (Pambayun, 2007). Struktur kimia dari
katekin mempunyai gugus OH pada tiga cincin aromatik yaitu dua gugus fenol (cincin
A dan B) dan satu gugus dihidropin (cincin C). Atom H yang berasal dari gugus OH
dapat mendonorkan elektron dan mengikat ion logam dari molekul radikal bebas,

sehingga radikal bebas menjadi netral atau tidak reaktif.



BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN
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Pada penelitian ini awalnya tikus diberikan ekstrak gambir pada minggu
kedua setelah aklimatisasi yang diharapkan mampu memberikan cadangan
antioksidan untuk memenuhi kebutuhan antioksidan tubuh hewan. Gambir
memiliki kandungan flavonoid yang tinggi, flavonoid merupakan salah satu
komponen yang terkandung dalam tanaman dan dapat ditemukan pada semua
tanaman vaskuler. Kandungan flavonoid utama yang berperan sebagai
hepatoprotektor pada gambir adalah katekin, sehingga dapat dikatakan bahwa
gambir berpotensi sebagai hepatoprotektan.

Pemasukan radikal bebas berupa CCls secara intraperitoneal ke dalam
tubuh tikus (Rattusnorvegicus) akan mengikuti aliran darah beredar ke seluruh
tubuh, dan akan dimetabolisme di hepar. CCls akan melalui proses metabolisme
oleh sitokrom P450 yang merupakan sistem enzim oksidase yang berperan dalam
metabolisme obat-obatan yang terdapat dalam retikulum endoplasma halus sel
hepar (hepatosit), didalam hepar dan menghasilkan CClz". CCls-merupakan ikatan
rangkap asam lemak tak jenuh pada molekul fosfolipid yang menyebabkan
oksidatif lemak. Radikal bebas ini merupakan molekul yang memiliki elektron
tidak berpasangan. Sehingga, perlu menarik elektron dari molekul lain untuk
menstabilkan elektronnya. CClsbereaksi dengan oksigen menghasilkan radikal
triklorometil peroksil (CCIs02) yang sangat reaktif sebagai radikal bebas.
Peningkatan radikal bebas yang tidak diimbangi dengan jumlah antioksidan
endogen dalam tubuh akan menyebabkan terjadinya stress oksidatif. Stress

oksidatif akan tersebar pada sel target menyebabkan kenaikan pada bilirubin dan
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penurunan pada kadar albumin dan molekul pertama yang akan diserang adalah
lipid. Lipid berfungsi sebagai pelindung sel yang akan menghasilkan radikal lipid.
Adanya oksigen pada lipid akan bereaksi menjadi radikal lipid peroksida dan akan
terus menyerang molekul-molekul lain yang disebut dengan peroksidasi lipid.
Peroksidasi lipid memiliki sifat merusak membran sel yang disebut dengan efek
detergen. Peroksidasi lipid ini yang akan menyebabkan respon imun terhadap
inflamasi meningkat sampai terjadi kerusakan pada sel hati yang merupakan salah
satu faktor pembentukan jaringan ikat pada hepar.

Pemberian ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagai preventif
diharapkan akan meningkatkan antioksidan di dalam tubuh. Mekanisme flavonoid
sebagai antioksidan dari ekstrak gambir mempunyai kemampuan untuk
menetralisir senyawa radikal bebas dengan cara mendonorkan satu elektronnya
pada senyawa yang bersifat oksidan. Dikarenakan adanya antioksidan yang
meredam radikal bebas sehingga akan menyebabkan keadaan stres oksidatif
mengalami penurunan di dalam sel dan mempengaruhi proses peroksidasi lipid.
Ekstrak tumbuhan gambir yang sudah diberikan secara berkala berfungsi
menghambat karbon tetraklorida dan menekan respon imun terhadap inflamasi
sehingga tidak terjadi inflamasi atau kerusakan hati dan fibrosis tidak terjadi.

3.2 Hipotesis Penelitian
Berdasarkan rangkaian konseptual penelitian yang telah tercantum, maka

hipotesis penelitian ini adalah sebagai berikut:
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Pemberian ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb) secara preventif dapat
menurunkan kadar bilirubin total pada tikus model fibrosis hepar.
Gambir (Uncaria gambir Roxb) secara preventif dapat meningkatkan kadar

albumin.



BAB 4 METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Pembuatan ekstrak gambir dan pemeliharaan hewan coba, induksi CCls
dan perlakuan pada hewan percobaan dilakukan di Laboratorium Farmakologi,
Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya. Pengujian kadar Albumin dan kadar
Bilirubin total dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik, Fakultas Kedokteran,
Universitas Brawijaya. Penelitian ini dilakukan selama 6 minggu dari bulan Juni-
Agustus 2017.
4.2 Alat dan Bahan Penelitian
4.2.1 Alat Penelitian
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain kandang tikus,
timbangan mikro, plastik klip, aluminium foil, sonde lambung, spuit, cawan petri,
tabung reaksi, alat-alat bedah berupa gunting, scalpel dan blade, pinset, ice box,
freezer, rak pengecatan, gelas penutup, gelas objek, sentrifus, wrap, vortex,
tabung eppendoft, mikropipet, spuit, papan bedah, desikator, kertas saring,
inkubator, vaccutainer, kapas steril, tissue, masker, glove, dan alat uji
spektofotometershimadzu UV-visible spectrophotometer UV-1601.
4.2.2 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini, antara lain tikus jantan galur
wistar umur 8 sampai 12 minggu dengan berat badan 150-200 gram dan CCly,

gambir, etanol absolut, etanol bertingkat (70%, 80%, 90%, dan 95%), etanol 96%,
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aquades, xylol, pewarna eosin, pewarna Masson Trichome, parafin cair, NBF
10%, xantine oxidase, olive oil, dan NaCl fisiologis.
4.3 Tahapan Penelitian

4.3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian yang bersifat eksperimental dengan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL), karena media yang dipergunakan
dalam penelitian homogen (Kusriningrum, 2008). Penelitian ini membagi hewan
coba menjadi lima kelompok perlakuan, masing-masing kelompok terdiri dari 4
ekor tikus. Kelompok (A) adalah kontrol negatif berisi tikus yang sehat, kelompok
(B) adalah kontrol positif yang diinduksi CCls dosis 2 mL/ kg BB intraperitoneal 3
kali seminggu selama 4 minggu, kelompok (C) tikus yang diberi ekstrak gambir
dengan dosis 130 mg/kg BB + induksi CCls, kelompok (D) tikus yang diberi
ekstrak gambir dengan dosis 260 mg/kg BB + induksi CCls dan kelompok (E)
adalah tikus yang diberi ekstrak gambir 390 mg/kg BB + induksi CCla.
4.3.2 Sampel Penelitian

Sampel penelitian ini menggunakan hewan coba berupa tikus jantan
(Rattus norvegicus) galur wistar berumur 8 sampai 12 minggu dengan berat badan
150-200 gram, hewan coba yang digunakan sebanyak 20 ekor dan diaklimatisasi /
diadaptasikan selama tujuh hari terlebih dahulu untuk penyesuaian dengan kondisi
laboratorium beserta pakannya. Adapun estimasi besar sampel dihitung
berdasarkan rumus (Kusriningrum, 2008):

t(n-1)>15
5(n-1)>15



5n-5>15
5n>20

n>4
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Keterangan: t = jumlah kelompok perlakuan

n = jumlah ulangan yang diperlukan

Berdasarkan perhitungan diatas, maka disimpulkan bahwa dalam 5 macam

kelompok perlakuan diperlukan jumlah tikus sebanyak 4 kali ulangan dalam

setiap kelompok, sehingga dibutuhkan total 20 ekor tikus (Rattus norvegicus)

sebagai hewan coba.

Penelitian ini bersifat eksperimental dengan menggunakan Rancangan

Acak Lengkap (RAL) yang ditunjukkan pada Tabel 4.1 di bawah ini.

Tabel 4.1 Rencana Penelitian

Kelompok Perlakuan

Perlakuan

A (Kontrol negatif)

B (Kontrol positif, sakit)
C (Perlakuan 1)

D (Perlakuan 2)

E (Perlakuan 3)

Keterangan

Tikus tanpa perlakuan

Tikus yang diinduksi CCL4 dosis 2 mL/kg BB
Tikus diberi ekstrak gambir dosis 130 mg/kg BB
+ induksi CCls dosis 2 mL/kg BB

Tikus diberi ekstrak gambir dosis 260 mg/kg BB
+ induksi CCL4dosis 2 mL/kg BB

Tikus diberi ekstrak gambir dosis 390 mg/ kg BB
+ induksi CCL4dosis 2 mL/kg BB

CCL4 diberikan 3x1 minggu selama 4 minggu
(minggu ke 3-6).

Ekstrak Gambir diberikan setiap hari (mulai dari

minggu ke 2-6).
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4.3.3 Variabel Penelitian
Adapun variabel yang diamati dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
Variabel bebas : Ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.).

Variabel tergantung : Kadar albumin dan bilirubin total dalam serum

Variabel terkendali  : CCls, homogenitas tikus (Rattus norvegicus) yang terdiri
dari strain, jenis kelamin, umur, berat badan, pakan, suhu
ruangan, dan kelembapan kandang.

Prosedur Kerja
4.4.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah dengan
menggunakan tikus (Rattus norvegicus) strain wistar umur 8-12 minggu dengan
berat badan 150-200 gram. Tikus yang digunakan dalam penelitian diadaptasikan
selama tujuh hari terhadap lingkungan yang bertujuan untuk mengurangi stress
pada hewan coba, serta tikus diberikan pakan berupa ransum basal pada semua
tikus secara ad libitum. Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini dibagi
menjadi lima kelompok perlakuan dengan masing-masing kelompok terdapat 4
ekor tikus dan masing-masing kelompok dimasukkan ke dalam satu kandang.
Kandang tikus yang digunakan harus berlokasi pada tempat yang bebas dari
kebisingan, kegaduhan, dan terhindar dari asap industri beserta polutan lainnya.
Lantai kandang yang dibuat harus mudah dibersihkan serta kandang sesuai dengan
suhu ruang. Setelah masa perlakuan selesai hewan coba di matikan dengan cara
dilakukannya dislokasi cervicalis. Hewan kemudian dinekropsi untuk diambil

sampel darahnya. Kemudian darah akan di sentrifus untuk mendapatkan serum
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dari darahnya, setelah serum didapatkan maka dilakukan analisis serum untuk
mendapatkan hasil. Pada metode ini yaitu metode spektofotometri, serum
ditambahkan kedalam larutan natrium asetat dan kafein-natrium benzoate.
Natrium asetat berfungsi sebagai buffer pH reaksi diazo (Riswanto, 2009).
4.4.2 Pembuatan Ekstrak Gambir
Pembuatan ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) dilakukan dengan
menggunakan metode maserasi. Produk gambir dihaluskan dan dimaserasi
(rendam) dengan menggunakan etanol 96% dengan perbandingan 1:4. Ekstrak
gambir yang kering disimpan pada desikator dan dilakukan penimbangan terhadap
ekstrak kering yang diperoleh (Fahrudin, 2015) (Lampiran 2).
4.4.3 Pemberian Ekstrak Gambir sebagai Tindakan Pencegahan (Preventif)
Pemberian ekstrak gambir sebagai tindakan pencegahan (preventif)
diberikan secara per oral dengan menggunakan sonde. Pemberian dilakukan setiap
hari, dari hari ke 8 sampai hari ke 42 hari (minggu ke 2-6). Pemberian ekstrak
gambir dengan menggunakan dosis yang sudah ditentukan, yaitu: kelompok C
menggunakan dosis 130 mg/kg BB, kelompok D dengan menggunakan dosis 260
mg/kg BB, dan kelompok E dengan menggunakan dosis 390 mg/kg BB
(Fahrudin, 2015) (Lampiran)
4.4.4 Pemberian CClsuntuk Pembuatan Hewan Coba Fibrosis Hepar
Pembuatan hewan coba fibrosis hepar dengan Ethical Clearence No: 816-
KEP-UB dilakukan dengan menggunakan Karbon tetraklorida (CCls) yang

dilarutkan ke dalam olive oil yang diinduksikan secara intraperitoneal (IP) pada
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kelompok B (Kontrol positif), kelompok C (Perlakuan 1), Kelompok D (Perlakuan
I1), dan kelompok E (Perlakuan I11) dengan dosis sebanyak 2 mL/kg BB tiga kali
seminggu selama 4 minggu yaitu dari minggu ke 3 sampai 6. Pada penelitian ini
terlihat bahwa sudah terjadi fibrosis hepar pada kontrol positif (kelompok B).
4.4.5 Pengukuran Kadar Albumin

Sebelum pengambilan darah pada jantung tikus, terlebih dahulu dilakukan
eutanasi dengan menggunakan metode dislokasi pada leher, setelah itu segera
dilakukan pembedahan pada bagian abdomen sampai rongga thoraks tikus
sehingga terlihat organ jantung pada rongga thoraks. Diposisikan rebah dorsal
pada papan pembedahan dengan masing-masing pada kaki tikus ditusuk dengan
jarum pentul untuk mengurangi pergerakan. Tikus yang sudah dibedah , kemudian
diambil darahnya sebanyak 5 mL melalui jantung. Darah diletakkan dalam tabung
venoject dan didiamkan selama 30 menit dengan posisi berdiri tegak, kemudian
disentrifus untuk mendapatkan serum. Selanjutnya, serum yang terletak pada
bagian atas diambil dan dipisahkan untuk analisis kadar albumin. Pengujian kadar
albumin diukur menggunakan spektofotometer (Agu, 2002). Metode yang
digunakan untuk pengukuran kadar albumin ini menggunakan metode
spektofotometri, dengan cara penambahan reagen pada sampel albumin, setelah
itu diinkubasi pada suhu 25°C selama 20 menit dan diukur absorban pada

spektofotometer dengan panjang gelombang 546 nm (Masdiana, 2018).
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4.4.6 Pengukuran Kadar Bilirubin Total

Pengukuran  kadar  bilirubin  dilakukan ~ menggunakan  metode
spektofotometri. Penentuan kadar bilirubin total dilakukan menggunakan reagen
diazo untuk membentuk kompleks warna dan selanjutnya dapat diukur dengan
spektofotometri (Michaelsson, 2008). Prinsip kerja dari metode spektofotometri
adalah bilirubin bereaksi dengan DSA (diazotized sulphanilic acid). Penggunaan
asam sulfanilat dalam reagen diazo ini berfungsi memberikan suasana asam yang
membantu membentuk pembentuk kompleks warna merah. Daya serap warna dari
senyawa ini dapat langsung digunakan terhadap sampel bilirubin pada panjang
gelombang 546 nm(Riswanto, 2009) (Lampiran 10).
Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini dengan pengukuran Kadar
Albumin dan Bilirubin total dengan menggunakan spektofometri dianalisa dengan
menggunakan ragam analysis of variance (ANOVA) dengan menggunakan
program SPSS (Statistic Product of Service Solution) 16.0 for windows dengan
tujuan untuk melihat signifikansi pengaruh pemberian ekstrak gambir. Apabila
terdapat perbedaan yang nyata, maka dilanjutkan dengan uji Tukey atau Beda
Nyata Jujur (BNJ) dengan taraf kepercayaan sebesar 95% (a = 5%) untuk
mengetahui perbedaan antar kelompok perlakuan dengan terapi yang diberikan.
Uji BNJ biasanya digunakan untuk mengetahui perlakuan yang memberi

pengaruh paling nyata (Singgih, 2008).



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Ekstrak Gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagai Preventif
Fibrosis Hepar Terhadap Kadar Albumin.

Parameter yang diamati dalam penelitian ini berupa penurunan kadar
albumin dan peningkatan kadar bilirubin total pada tikus model fibrosis hepar
yang diinduksi carbon tetrachloride (CCls). Parameter albumin pada penelitian ini
digunakan karena albumin merupakan salah satu protein serum dalam jumah besar
yang disintesa di hepar yang kemudian pada kondisi kerusakan hepar mengalami
penurunan atau menjadi lebih rendah (Evans, 2002). Hewan model fibrosis hepar
dibuat dengan memberikan induksi karbon tetraklorida dengan dosis volume 0,3
mL/150g BB yang diberikan sebanyak 3 kali dalam seminggu selama 4 minggu
dengan peningkatan volume setiap minggunya pada hewan model tikus (Rattus
norvegicus) secara intraperitoneal. Kerusakan hepar akibat penginduksian karbon
tetraklorida yang dilakukan pada hewan model tikus akan ditandai dengan
penurunan kadar albumin.

Mekanisme ekstrak gambir sebagai preventif fibrosis awalnya tikus
diberikan ekstrak gambir pada minggu kedua setelah aklimatisasi yang diharapkan
mampu memberikan cadangan antioksidan untuk memenuhi kebutuhan
antioksidan tubuh, setelah satu minggu pemberian ekstrak gambir lebih dulu
sebanyak tiga kali seminggu, dilakukan pemasukan radikal bebas berupa CCls
pada minggu berikutnya secara intraperitoneal ke dalam tubuh tikus

(Rattusnorvegicus). CCls mengikuti aliran darah beredar ke seluruh tubuh, dan
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akan dimetabolisme di hepar. CCls akan melalui proses metabolisme oleh
sitokrom P450 yang merupakan sistem enzim oksidase yang berperan dalam
metabolisme obat-obatan yang terdapat dalam retikulum endoplasma halus sel
hepar (hepatosit), didalam hepar dan menghasilkan CCls". CClz merupakan ikatan
rangkap asam lemak tak jenuh pada molekul fosfolipid yang menyebabkan
oksidatif lemak. CCls” bereaksi dengan oksigen menghasilkan radikal triklorometil
peroksil (CCIz02") yang sangat reaktif sebagai radikal bebas. Peningkatan radikal
bebas yang tidak diimbangi dengan jumlah antioksidan endogen dalam tubuh akan
menyebabkan terjadinya stress oksidatif. Stress oksidatif akan tersebar pada sel
target menyebabkan penurunan kadar albumin. Molekul pertama yang akan
diserang adalah lipid, adanya oksigen pada lipid akan bereaksi menjadi radikal
lipid peroksida dan akan terus menyerang molekul-molekul lain yang disebut
dengan peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid menyebabkan respon imun terhadap
inflamasi meningkat sampai terjadi kerusakan pada sel hati yang merupakan salah
satu faktor pembentukan jaringan ikat pada hepar.

Mekanisme flavonoid sebagai antioksidan dari ekstrak gambir mempunyai
kemampuan untuk menetralisir senyawa radikal bebas dengan cara mendonorkan
satu elektronnya pada senyawa yang bersifat oksidan. Dikarenakan adanya
antioksidan yang menetralisir radikal bebas, sehingga keadaan stres oksidatif
mengalami penurunan di dalam sel dan mempengaruhi proses peroksidasi lipid.

Ekstrak tumbuhan gambir yang sudah diberikan secara berkala berfungsi
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menghambat karbon tetraklorida dan menekan respon imun terhadap inflamasi
sehingga tidak terjadi inflamasi atau kerusakan hati dan fibrosis tidak terjadi.

Berdasarkan hasilanalisa ujione-way ANOVA dan uji Tukey (Tabel 5.1)
menunjukkan bahwa P3 (390 mg/kg BB) memiliki perbedaan yang signifikan
dengan kontrol positif, P1, dan P2, tetapi tidak berbeda signifikan dengan kontrol
negatif. Pada perlakuan yang lain yaitu P1 (dengan dosis 130 mg/kg BB) dan P2
(dengan dosis 260 mg/kg BB) menunjukkan perbedaan yang signifikan terhadap
kontrol positif maupun negatif.

Pencegahan Kkerusakan hepar pada penelitian ini diamati dengan
melakukan pengukuran kadar albumin. Pengukuran kadar albumin serum pada
organ tikus model kerusakan hepar yang di beri ekstrak gambir (Uncaria gambir
Roxb.)sebagai preventif ditampilkan pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Rata-rata kadar albumin pada hepar tikus kontrol, tikus yang diinduksi
karbon tetraklorida, dan tikus yang diberi ekstrak gambir sebagai preventif.

Kelompok Rata-rata  Kadar Persentase Persentase
Albumin (g/dL) Penurunan (%)  Kenaikan (%)

Kontrol Negatif 2,85+0,24¢ - -

Kontrol Positif 1,25+0,19° - 128

Perlakuan 1 1,67+0,15° 34 -

(130 mg/kgBB)

Perlakuan 2 .

Perlakuan 3

(390 mg/kgBB) 2,75+0,249 120 -

Keterangan: Notasi a, b, ¢, dan d menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
(p<0,05) antar kelompok perlakuan.
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Pada tabel 5.1 kelompok kontrol positif yang diinduksi karbon tetraklorida
menunjukkan penurunan kadar albumin sebagai hasil karena penginduksian
karbon tetraklorida dosis 0,3 mL/150g BB yang diinduksi 3 kali dalam seminggu
selama 4 minggu tanpa pemberian ekstrak gambir. Pemberian dosis 0,3 mL/150 g
BB selama 4 minggu ini bertujuan untuk merusak hepar tikus. Pemberian dosis ini
menyebabkan jumlah radikal bebas (ROS) dalam tubuh mengalami peningkatan
tanpa diimbangi peningkatan jumlah antioksidan. Produk dari ROS itu sendiri
berupa hidrogen peroksida, radikal hidroksil, radikal superoksida dan nitrit oksida.
Senyawa ini memiliki satu satau lebih elektron yang tidak berpasangan, bersifat
sangat reaktif dan terbentuk secara bebas didalam tubuh sehingga senyawa ini
akan mengikat lipid pada membran sel untuk mencapai keseimbangannya.
Akibatnya terjadi kerusakan pada sel hepar dan mengganggu fungsi sintesis
protein oleh hepar sehingga menyebabkan penurunan kadar aloumin dalam tubuh.

Pada tikus kelompok P1 dan P2 memiliki kadar albumin yang tidak
signifikan dengan kontrol positif maupun negatif. Hal ini menunjukkan bahwa P1
sebagai dosis 1(130 mg/kg BB) dan P2 sebagai dosis 2 (260 mg/kg BB) memiliki
kadar albumin lebih baik dari kontrol positif tetapi belum mampu menyerupai
kadar albumin pada kontrol negatif, sehingga kedua kelompok ini memiliki notasi
yang berbeda dengan kontrol positif dan negatif. Hasil ini juga menujukkan
bahwa pemberian ekstrak gambir dapat meningkatkan kadar albumin, namun pada
dosis ini belum mampu menyamai kadar aloumin normal seperti kadar albumin

pada kontrol negatif. Hal ini terjadi karena pada kedua dosis gambir yang juga
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mengandung kandungan flavonoid yang kandungan utamanya merupakan katekin
yang berpotensi sebagai antioksidan yang akan menetralisir radikal bebas
(Wibawa, 2010) masih belum tepat agar mampu menjaga keseimbangan antara
oksidan dan antioksidan di dalam tubuh akibat CCls.

Pada kelompok tikus perlakuan 3 (dengan dosis 390 mg/kg BB) pada tabel
diatas menunjukkan peningkatan kadar albumin dan memiliki notasi yang sama
dengan kontrol negatif. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok dengan dosis 390
mg/kgBB mampu meningkatkan kadar albumin secara signifikan, sehingga dapat
disimpulkan bahwa kelompok perlakuan ini dapat mencegah terjadinya fibrosis
hepar. Hal ini terjadi karena ekstrak gambir yang diberikan sebagai preventif
dengan dosis 390 mg/kg BB mampu menyeimbangi tikus yang diinduksi CCl4
dengan dosis 0,3 mL/150 g BB dengan cara meningkatkan kadar albumin dalam
tubuh. Peningkatan kadar albumin ini menunjukkan bahwa di dalam ekstrak
gambir terdapat kandungan flavonoid yang tinggi dengan katekin sebagai
kandungan utamanya (Pambayun, 2007). Kandungan katekin dalam ekstrak
gambir tersebut yang berpotensi menjadi antioksidan (Nakagawa, 2005) terhadap
oksidan yang berasal dari induksi CCls. Sehingga dapat dikatakan dosis 390
mg/kg BB pada perlakuan 3 merupakan dosis preventif optimum untuk
meningkatkan kadar albumin dalam menyeimbangi induksi CCls karena hasil
menunjukkan P3 tidak berbeda signifikan dengan kontrol negatif.

Pada penelitian ini dilihat hasil dari beberapa kelompok perlakuan

menunjukkan bahwa ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) dapat berperan
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sebagai preventif fibrosis hepar dengan cara meningkatkan antioksidan sehingga
kadar albumin dalam tubuh juga akan meningkat. Adapun dosis yang paling
efektif dari ketiga perlakuan yang telah dilakukan adalah dosis 390 mg/kg BB.
Hepar memetabolisme hampir setiap obat atau toksin yang masuk ke
dalam tubuh , tetapi beberapa obat atau toksin yang dimetabolisme tersebut dapat
langsung menyebabkan toksisitas hepar. CCls merupakan salah satu jenis
hepatotoksikan yang langsung dapat menyebabkan toksikan pada hepar.
Metabolisme kerja obat di hepar melalui dua fase. Pada fase I, obat atau toksin
akan diubah menjadi polar melalui proses oksidasi dan hidroksilasi yang dikatalis
oleh enzim sitokrom P450. Reaksi ini dapat menghasilkan pembentukan metabolit
yang lebih bersifat toksin daripada senyawa obat sebelumnya sehingga
menyebabkan kerusakna hepar. Pada fase Il terjadi proses konjugasi dengan
senyawa asam asetat, asam amino, sulfat, dan glukoronat. Obat dengan berat
molekul yang lebih tinggi akan di ekskresikan di empedu, sedangkan molekul
yang lebih kecil dan bersifat larut air akan di ekskresikan di ginjal (Bigoniya et
al., 2009). Proses metabolisme CCl4 berlangsung pada fase pertama dimana CCls
dikatalis oleh enzim sitokrom P450 di retikulum endoplasma. Induksi CCls
menyebabkan stress oksidatif (ROS) didalam hepatosit setelah melewati jalur
bioaktivasi sitokrom P450 yang terdapat di retikulum endoplasma. Membran lipid
pada bagian polyunsaturated fatty acid (PUFA) sangat rentan terhadap radikal
bebas sehingga peningkatan ROS akan menyebabkan kerusakan pada membran

lipid (Chang et al., 2013; Begriche et al., 2011).
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Menurut Bratawidjaja (2010), Radikal bebas seperti hidrogen peroksida
(H202) dihasilkan makrofag untuk membunuh mikroorganisme dalam tubuh.
Radikal bebas dalam tubuh dapat distabilkan oleh antioksidan endogen, namun
jika radikal bebas sudah berlebih didalam tubuh maka akan menyebabkan
ketidakseimbangan antara oksidan radikal bebas dengan antioksidan endogen
sehingga menyebabkan stres oksidatif (Heater et al., 2012). Penurunan kadar
albumin menunjukkan bahwa metabolit reaktif hasil induksi karbon tetraklorida
memicu adanya stress oksidatif yang menimbulkan gangguan hepar. Jika hepar
mengalami gangguan, maka terkait dengan fungsi hepar dalam mensintesis
protein , kemampuan hepar dalam mensintesis protein juga menurun.

Antioksidan memiliki beberapa pengertian, dalam pengertian kimia
antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron sedangkan dalam pengertian
biologi yaitu semua senyawa yang dapat meredam radikal bebas. Menurut
Winarsi (2007), Antioksidan bekerja dengan cara mendonorkan satu elektronnya
kepada senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan
dihambat masuk termasuk enzim dan protein pengikat logam. Antioksidan
digolongkan menjadi dua berdasarkan asal dan pembentukannya yaitu antioksidan
endogen dan eksogen. Antioksidan endogen adalah antioksidan yang secara alami
terdapat dalam tubuh baik intra maupun ekstraseluler, sedangkan antioksidan
eksogen vyaitu antioksidan yang berasal dari luar tubuh. Biasanya berasal dari
bahan-bahan alami (Widoawati dkk., 2005). Ekstrak gambir memiliki aktivitas

antioksidan eksogen yang bermanfaat untuk menetralisir dan mengeliminasi
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radikal bebas dalam tubuh dan juga membantu meningkatkan jumlah antioksigen
endogen dalam tubuh.

Albumin adalah jenis protein dengan jumlah terbanyak di dalam tubuh
yang membentuk plasma darah dan diproduksi pada organ hati. Hipoalbuminemia
adalah tanda medis ketika kadar albumin dalam darah menjadi rendah di bawah
normal. Mekanisme langsung yang menyebabkan hipoalbumin berhubungan
dengan kematian yang masih belum jelas diketahui. Vincent et al (2014)
menyatakan bahwa penurunan kadar albumin menyebabkan gangguan pada
homeostasis normal dan metabolisme serta pengiriman obat dan efikasinya,
sehingga pemberian obat perlu dilakukan penyesuaian. Hipoalbumin juga dapat
menyebabkan terjadinya edema, salah satunya adalah edema paru, yang dapat
menyebabkan terjadinya kematian. Hipoalbumin dapat disebabkan karena kondisi
yang bervariasi, termasuk didalamnya sindroma nefrotik, gagal jantung, penyakit
hati, dan malnutrisi.

5.2 Pengaruh Ekstrak Gambir (Uncaria gambir Roxb.) sebagai Preventif
Fibrosis Hepar Terhadap Kadar Bilirubin Total.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak
gambir terhadap pencegahan peningkatan kadar bilirubin total akibat pemberian
CCl4 dengan volume 0,3 mL/150g BB sebanyak 3 kali seminggu selama 4 minggu
dengan konsentrasi bertingkat setiap minggunya. Bilirubin total merupakan
biomarker yang dikaitkan dengan gangguan homeostatis bilirubin. Kadar bilirubin

total yang semakin meningkat menunjukkan adanya gangguan fungsi hepar yang
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dapat menyebabkan kerusakan hepar (Grupta, 2014). Bilirubin total juga
merupakan salah satu parameter spesifik dari kerusakan hepar. Perbandingan
kadar bilirubin total tikus pada kelompok perlakuan ditampilkan pada Tabel 5.2

Tabel 5.2 Rata-rata kadar bilirubin total pada hepar tikus kontrol, tikus yang
diinduksi karbon tetraklorida, dan tikus yang diberi ekstrak gambir sebagai

prefentif.

Kelompok Rata-rata Kadar Persentase Persentase
Albumin (g/dL) Penurunan (%o) Kenaikan (%)

Kontrol Negatif 0,57+0,17¢ - -
Kontrol Positif 2,20+0,212 - 74
Perlakuan 1 1,67+0,09° 24 -
(130 mg/kgBB)
Perlakuan 2 J
(260 mg/kgBB) 1,22+0,15 44 -
Perlakuan 3
(390 mg/kgBB) 0,8210,15d 62 -

Keterangan: Notasi a, b, ¢, dan d menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan
(p<0,05) antar kelompok perlakuan.

Kelompok kontrol positif (Tabel 5.2) yang diinduksi karbon tetraklorida
menunjukkan peningkatan kadar bilirubin sebagai hasil, dan kenaikan paling
tinggi terjadi pada kontrol positif karena pada kelompok kontrol positif ini
diinduksi CCls dosis 0,3 mL/150g BB yang diinduksi 3 kali dalam seminggu
selama 4 minggu tanpa pemberian preventif ekstrak gambir sebelumnya. Pada K+
didapatkan hasil 2,20+0,21 sedangkan menurut Tolman (2000) kadar bilirubin
normal tikus berkisar antara 0,02-1 mg/dL. Peningkatan kadar bilirubin pada P1

dan P2 juga terjadi hanya tidak setinggi pada kelompok K+, dikarenakan pada



38

perlakuan 1 dan 2 sudah mendapat perlakuan yaitu pemberian preventif ekstrak
gambir sebelum diinduksi CCls sehingga antioksidan yang dihasilkan gambir
sebelumnya dapat menekan oksidan yang masuk, tetapi pada kondisi ini belum
dapat dikatakan sebagai dosis preventif yang baik karena hasil bilirubin total P1
dan P2 belum dapat meyeimbangi kadar bilirubin total dari K-. Kadar bilirubin
total pada kelompok P1(dosis 130 mg/kgBB) dan P2 (dosis 260 mg/kgBB)
memiliki hasil yang secara statistika berbeda signifikan dengan kelompok kontrol
positif dan negatif.

Perlakuan yang tidak berbeda signifikan dengan kontrol negatif yaitu
perlakuan 3. Hasil dari K- sebagai hewan sehat atau tanpa perlakuan yang didapat
dari hasil statistik yaitu 0,57+0,17. Menurut Tolman (2000) kadar bilirubin normal
tikus berkisar antara 0,2-1 mg/dL. Hasil dari Perlakuan 3 didapat berkisar
0,82+0,15, sehingga bila dikaitkan dengan hasil K- maka, perlakuan 3 tidak
berbeda signifikan dengan kontrol negatif dan P3 (dengan dosis 390 mg/kgBB)
merupakan dosis ekstrak gambir yang paling efektif dibandingkan dosis ekstrak
pada P1 dan P2, yang mampu menyeimbangi tikus yang diinduksi CCls dengan
dosis 0,3 mL/150gBB. Respon yang ditunjukkan oleh kadar bilirubin total hampir
sama dengan K- sebagai kadar normal. Ekstrak gambir pada perlakuan 3 dosis
390 mg/kgBB yang digunakan sebagai preventif fibrosis ini menunjukkan tidak
adanya peningkatan kadar bilirubin total, sehingga dapat dikatakan bahwa dosis
ini merupakan dosis yang efektif untuk mencegah fibrosis hepar dibandingkan

perlakuan dengan dosis yang lainnya.
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Mekanisme ekstrak gambir sebagai preventif fibrosis awalnya tikus
diberikan ekstrak gambir pada minggu kedua setelah aklimatisasi yang diharapkan
mampu memberikan cadangan antioksidan untuk memenuhi kebutuhan
antioksidan tubuh. Peningkatan radikal bebas yang tidak diimbangi dengan jumlah
antioksidan endogen dalam tubuh akan menyebabkan terjadinya stress oksidatif.
Stress oksidatif akan tersebar pada sel target menyebabkan peningkatan kadar
bilirubin total. Molekul pertama yang akan diserang adalah lipid, adanya oksigen
pada lipid akan bereaksi menjadi radikal lipid peroksida dan akan terus
menyerang molekul-molekul lain yang disebut dengan peroksidasi lipid.
Peroksidasi lipid menyebabkan respon imun terhadap inflamasi meningkat sampai
terjadi kerusakan pada sel hati yang merupakan salah satu faktor pembentukan
jaringan ikat pada hepar. Mekanisme flavonoid sebagai antioksidan dari ekstrak
gambir mempunyai kemampuan untuk menetralisir senyawa radikal bebas dengan
cara mendonorkan satu elektronnya pada senyawa yang bersifat oksidan.
Dikarenakan adanya antioksidan yang meredam radikal bebas sehingga keadaan
stres oksidatif mengalami penurunan di dalam sel dan mempengaruhi proses
peroksidasi lipid. Ekstrak tumbuhan gambir yang sudah diberikan secara berkala
berfungsi menghambat karbon tetraklorida dan menekan respon imun terhadap
inflamasi sehingga tidak terjadi inflamasi atau kerusakan hati dan fibrosis tidak
terjadi.

Bilirubin merupakan produk penguraian eritrosit yang sebagian besar (80-

85%) berasal dari hemoglobin dan sisanya berasal dari protein yang mengandung
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heme contohnya sitokrom P450, myoglobin dan lain-lain (Sherlock and Dooley,
2002; Fevery, 2008).

Peningkatan kadar bilirubin total disebabkan adanya pengaruh yang
signifikan dari induksi CCls dengan dosis tinggi sekali pemberian, yang dapat
menyebabkan hepatik steatosis akibat hepatotoksik yang dapat meningkatkan
kadar bilirubin total. Hal ini didukung oleh Al-Yahya et al (2013), dalam
penelitiannya yang menyatakan bahwa kadar bilirubin pada tikus wistar yang
diinduksi CCls mengalami peningkatan yang signifikan. Bilirubin bebas yang
berada dalam darah harus diikat oleh albumin terlebih dahulu untuk dibawa ke
hepar, dimana di hepar akan dikonjugasi menjadi bilirubin terkonjugasi dan
disekresikan bersama empedu sehingga apabila kadar albumin menurun dengan
pemberian CCls dosis 0,3 mL/150g BB, maka kadar bilirubin total akan
mengalami peingkatan.

Menurut Tolman (2000) kadar bilirubin normal tikus berkisar antara 0,2-1
mg/dL. Pada kelompok kontrol negatif, kadar serum bilirubin total masih dalam
kondisi normal sehingga dapat dibuktikan bahwa fungsi metabolisme hepar dalam
memetabolisme bilirubin tidak mengalami gangguan. Kondisi dimana hepar
mengalami kerusakan juga akan menyebabkan terjadinya penurunan fungsi pada
hepar sehingga salah satu biomarker kerusakan hepar yaitu bilirubin total yang
terdapat dalam darah juga mengalami penurunan fungsi metabolisme. Keadaan
dimana kadar bilirubin total yang mengalami peningkatan dalam darah akan

menunjukkan kemungkinan adanya gangguan fungsi hepar yang dapat
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menyebabkan kerusakan hepar (Gupta, 2014).Salah satu faktor penyebab
peningkatan kadar bilirubin total yaitu hepar tidak mampu membuang zat buangan
sehingga menyebabkan keluarnya bilirubin dari hepar kemudian masuk kedalam
aliran darah dan memasuki semua cairan tubuh (Panjaitan, dkk, 2007). Hal ini
terjadi dengan terlihatnya peningkatan bilirubin total secara signifikan sehingga
fungsi metabolisme hepar terganggu.

Hepar memetabolisme hampir setiap obat atau toksin yang masuk ke
dalam tubuh , tetapi beberapa obat atau toksin yang dimetabolisme tersebut dapat
langsung menyebabkan toksisitas hepar. CCls merupakan salah satu jenis
hepatotoksikan yang langsung dapat menyebabkan toksikan pada hepar.
Metabolisme kerja obat di hepar melalui dua fase. Pada fase |, obat atau toksin
akan diubah menjadi polar melalui proses oksidasi dan hidroksilasi yang dikatalis
oleh enzim sitokrom P450. Reaksi ini dapat menghasilkan pembentukan metabolit
yang lebih bersifat toksin daripada senyawa obat sebelumnya sehingga
menyebabkan kerusakan hepar. Pada fase Il terjadi proses konjugasi dengan
senyawa asam asetat, asam amino, sulfat, dan glukoronat. Obat dengan berat
molekul yang lebih tinggi akan di ekskresikan di empedu, sedangkan molekul
yang lebih kecil dan bersifat larut air akan di ekskresikan di ginjal (Bigoniya et
al., 2009). Proses metabolisme CCl4 berlangsung pada fase pertama dimana CCl,
dikatalis oleh enzim sitokrom P450 di retikulum endoplasma. Induksi CCls
menyebabkan stress oksidatif (ROS) didalam hepatosit setelah melewati jalur

bioaktivasi sitokrom P450 yang terdapat di retikulum endoplasma. Membran lipid
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pada bagian polyunsaturatedfatty acid (PUFA) sangat rentan terhadap radikal
bebas sehingga peningkatan ROS akan menyebabkan kerusakan pada membran
lipid (Chang et al., 2013; Begriche et al., 2011).

Antioksidan memiliki beberapa pengertian, dalam pengertian kimia
antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron sedangkan dalam pengertian
biologi yaitu semua senyawa yang dapat meredam radikal bebas. Antioksidan
digolongkan menjadi dua berdasarkan asal dan pembentukannya yaitu antioksidan
endogen dan eksogen. Antioksidan endogen adalah antioksidan yang secara alami
terdapat dalam tubuh baik intra maupun ekstraseluler, sedangkan antioksidan
eksogen vyaitu antioksidan yang berasal dari luar tubuh. Biasanya berasal dari
bahan-bahan alami (Widoawati dkk., 2005). Ekstrak gambir memiliki aktivitas
antioksidan eksogen yang bermanfaat untuk menetralisir dan mengeliminasi
radikal bebas dalam tubuh dan juga membantu meningkatkan jumlah antioksigen
endogen dalam tubuh.

Gambir berpotensi sebagai hepatoprotektan dengan menurunkan reaksi
oksidasi lipid (Fahrudin, 2015). Ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) memiliki
kandungan senyawa flavonoid dengan kandungan katekin didalamnya yang
mampu menetralisir radikal bebas akibat pemberian CCls dengan dosis dan jangka
waktu tertentu. Gambir dapat berperan sebagai antioksidan sehingga akan
mengurangi pembentukan radikal bebas yang dapat mencegah adanya proses

peroksidasi lipid yang juga mengurangi resiko terjadinya kerusakan sel hepar.



BAB 6 PENUTUP

6.1 Kesimpulan
1. Pemberian ekstrak gambir sebagai preventif dapat menurunkan kadar
bilirubin total pada tikus model fibrosis hepar dengan dosis terbaik adalah
390 mg/kg BB.
2. Pemberian ekstrak gambir sebagai preventif pada tikus model fibrosis hepar

meningkatkan kadar albumin dengan dosis terbaik adalah 390 mg/kg BB.

6.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek samping dari pemberian
ekstrak gambir.
2. Perlu dilakukan penelitian yang lebih lanjut tentang pemberian ekstrak
gambir dengan dosis yang melebihi dari dosis hasil pada penelitian ini, agar

didapat hasil yang lebih efektif.
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