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ABSTRAK

Daun salam (Syzygium polyanthum (Wight) Walp) merupakan salah satu tanaman yang
digunakan sebagai obat herbal di Indonesia. Senyawa aktif pada daun salam salah satunya
berperan sebagai antioksidan. Obat merupakan zat yang dapat berpotensi menyebabkan
hepatotoksik. Penelitian sebelumnya menyimpulkan bahwa ekstrak etanol daun salam (EEDS)
termasuk kategori praktis tidak toksik, tetapi belum ada keterangan pengaruhnya terhadap
histopatologi hepar. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perubahan gambaran
histopatologi hepar mencit pada kelompok pemberian akut EEDS dosis bertingkat. Penelitian
ini merupakan studi observasional terhadap histopatologi hepar mencit (Mus musculus) putih
jantan dan betina galur DDY. Sediaan berjumlah 55 buah, terdiri dari 4 kelompok, yaitu
kelompok kontrol negatif (K), kelompok yang diberikan EEDS dengan dosis 1250 mg/kgbb
(P1), 2500 mg/kgbb (P2), dan 5000 mg/kgbb (P3). Organ hepar dibuat menjadi sediaan
mikroskopis dengan pewarnaan H&E, lalu dilakukan penilaian histopatologi hepar
menggunakan skoring Manja Roenigk. Hasil penelitian berdasarkan uji statistik menunjukkan
terdapat perbedaan yang signifikan pada rerata skor perubahan hepatosit (p<0,05). Perbedaan
signifikan pada mencit jantan K-P2 dan K-P3 (p=0,032), sedangkan pada mencit betina K-P1,
K-P2, dan K-P3 (p=0,002). Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terjadi perubahan
histopatologi hepar pada mencit jantan dan betina berupa peradangan, degenerasi
parenkimatosa, degenerasi hidropik, dan nekrosis pada mencit jantan dengan pemberian
EEDS dosis 2500 dan 5000 mg/kgbb, sedangkan pada mencit betina sudah terjadi perubahan
histopatologi hepar pada pemberian EEDS dosis 1250 mg/kgbb. Pemberian akut EEDS dosis
bertingkat memiliki efek toksik akibat aktivitas prooksidan dan peningkatan stres oksidatif
pada pemberian antioksidan dosis tinggi.

MK | Vol. 4 | No.5 | DESEMBER 2021 |493




Kristiana, R : Efek Ekstrak Etanol Daun Salam..

Kata kunci: daun salam, hepatotoksisitas, histopatologi hepar, skoring Manja Roenigk, stres
oksidatif

ABSTRACT

Bay leaf (Syzygium polyanthum (Wight)Walp) is one of the plants used as herbal medicine in
Indonesia. The active compounds in bay leaves acts as an antioxidant. Medicine can
potentially cause hepatotoxicity. Previous studies concluded that the ethanol extract of bay
leaf(EEDS) was categorized as practically non-toxic, but there was no information regarding
its effect on liver histopathology. This study aims to determine the histopathological changes
in the mice’s liver that occur in the acute dose stratified EEDS group. This research is an
observational study on the liver histopathology of white male and female DDY mice. There
were 55 preparations divided to 4 groups, its negative control group (K), the group with dose
of EEDS 1250 mg/kgbb(P1), 2500 mg/kgbw(P2), and 5000 mg/kgbw((P3). The liver organs
were made into microscopic preparations and observed using the Manja Roenigk scoring.
The results based on the statistical test showed that there was a significant difference at mean
score of hepatocyte’s changes(p<0.05). There was a significant difference in male mice K-P2
and K-P3(p=0.032), whereas in female mice K-P1, K-P2, and K-P3(p=0.002). The results of
this study indicated that there were histopathological changes include inflammation,
parenchymal degeneration, hydropic degeneration, and necrosis on male mice’s liver by
EEDS at doses of 2500 mg/kg and 5000 mg/kg, while on female mice there had been changes
in hepatic histopathology when consumption EEDS at dose of 1250 mg/kgbw. The acute
consumption of stratified doses EEDS has a toxic effect due to prooxidant activity and
increased oxidative stress on high dosing.

Keywords: bay leaves, hepatotoxicity, liver histopathology, Manja Roenigk scoring, oxidative
stress

obat karena berpotensi menyebabkan
PENDAHULUAN

Hepar merupakan organ terbesar

hepatotoksisitas.

Gambaran mikroskopis yang terjadi

d it f ional b lobul
efigan Uit tungsional hertpa - fobuis pada hepar akibat paparan dari zat-zat yang

hepar yang tersusun atas hepatosit, ) ) )
P yan P masuk ke dalam tubuh sering ditandai

pembuluh darah, sistem aliran limfe, .
dengan adanya peradangan pada jaringan

sistem biliaris, dan ruang-ruang limfe 3 )
g 9 hepar dan perubahan struktur hepatosit.®

interlobularis dengan fungsi yang saling Derajat peradangan dapat dibedakan

terkait satu sama lain, juga paling serin . L.
Juga paiing 9 menjadi  kategori ringan dan berat,

mengalami kelainan karena fungsinya yang sedangkan perubahan gambaran hepatosit

terganggu secara bersamaan. Salah satu ) . .
gandg dapat ditentukan dengan skoring tingkat

fungsinya ialah sebagai tempat
gsiny 9 P kerusakan hepatosit dengan metode

metabolisme dari hormon serta zat-zat : . .4
skoring Manja Roenigk. Gambaran

kimia asing, seperti  obat-obatan. . )
kerusakan hepar ini memiliki korelasi

Kerusakan hepar dapat dipicu oleh paparan
P P P pap dengan banyaknya cedera sel yang terjadi,

494 | MK | Vol. 4 | No.5 | DESEMBER 2021




Kristiana, R : Efek Ekstrak Etanol Daun Salam..

mekanisme pertahanan detoksifikasi dan
karena adanya stres oksidatif.>’

Dalam penelitian ini digunakan
bahan uji berupa ekstrak etanol daun salam
(EEDS). Daun  salam  (Syzygium
polyanthum (Wight) Walp.) merupakan
tanaman obat yang dikenal oleh
masyarakat Indonesia karena berperan
dalam kesehatan terkait kandungan yang
dimilikinya. Penggunaannya dalam bidang
kesehatan digunakan untuk mengobati
berbagai jenis penyakit, seperti diabetes
melitus (DM), hipertensi, gastritis, diare,
penyakit kulit, dan infeksi. Daun salam
karbohidrat, alkaloid,

flavonoid, fenolik, tannin, terpenoid,

mengandung

steroid, dan saponin. Selain itu, daun salam
mengandung riboflavin  (vitamin B2),
niacin (vitamin B3) dan ascorbic acid
(vitamin C), vitamin C ini juga memiliki
fungsi sebagai antioksidan.**** Flavonoid
merupakan ~ senyawa  utama  yang
terkandung pada daun salam. Flavonoid
memiliki  bagian bernama quercetin.
Quercetin ini memiliki peran sebagai
antioksidan yang eksogenus.’**® Zat ini
utamanya mengalami metabolisme di
hepar dan usus halus.***® Di dalam tubuh,
reaksi oksidasi yang merusak berupa
adanya reactive oxygen spesies (ROS)
dapat dibantu ditangani oleh
antioksidan.®'®  Apabila keseimbangan
antara produksi ROS serta pembuangannya

terganggu, maka akan terjadi stres
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oksidatif yang menyebabkan perubahan
gambaran histopatologi  hepar. Pada
penggunaan yang berlebihan, flavonoid-
quercetin dapat berpotensi menyebabkan
terjadinya aktivitas prooksidan dan malah
dapat menimbulkan stres oksidatif.*®
Penggunaan daun salam memiliki efek
samping sistemik berupa hipoglikemik
sehingga terdapat kemungkinan bisa
mempengaruhi dari gambaran

histopatologi sel yang terpapar.*’

METODE PENELITIAN
Pembuatan Preparat

Pembuatan preparat terbagi menjadi
beberapa proses, vyaitu fiksasi dengan
menggunakan Neutral buffer formalin
10%, trimming yaitu proses pemotongan
jaringan dengan cara memilih bagian yang
mewakili sehingga menjadi bagian kecil
supaya bisa masuk ke dalam kaset
jaringan, dehidrasi dengan menggunakan
tissue prosessor yang dilakukan untuk
mengurangi kadar air dalam jaringan
dengan cara merendam dalam alkohol 70-
96%, toluen, xilol dan parafin cair.
Kemudian proses clearing (penjernihan),
pengeblokan dengan cara menyimpan
jaringan dalam kaset yang diisi dengan
parafin cair, cutting (pemotongan) blok
parafin menggunakan mikrotom,
pengecatan dengan menggunakan zat
warna Hematoxylin-Eosin, dan terakhir

dilakukan penutupan preparat dengan
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cover glass yang ditempel menggunakan
entelan.
Pembacaan Preparat

Pembacaan preparat dilakukan di
bawah  mikroskop cahaya. Dengan
pembesaran 100x untuk melihat daerah
sekitar vena porta dan vena sentralis dan
400x dalam 5 lapang pandang untuk
melihat hepatosit. Pada saat pembacaan
preparat, metode yang digunakan ialah
metode semikuantitatif eyeballing dengan
menggunakan indra penglihatan peneliti
untuk melihat sel dan diperkirakan daerah

yang terdapat perubahan histopatologi.

Cara Pengukuran

Derajat peradangan hepar ditentukan
dengan pengamatan tanda peradangan di
daerah sekitar vena porta hingga vena
sentralis. Apabila terdapat infiltrat sel
radang yang terlokalisasi di sekitar vena
porta hepar mencit menunjukkan radang
hepar ringan, sedangkan apabila merata
dari vena porta hingga vena sentralis
menunjukkan radang hepar berat.*® Pada
pengamatan perubahan histopatologi sel
hepar ditentukan menggunakan modifikasi
Skoring Histopatologi Manja Roenigk,
yaitu dari 20 sel yang diamati pada setiap
lapang pandang, jumlah sel normal akan

dikalikan 1, jumlah sel dengan gambaran
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degenerasi parenkimatosa dikalikan 2, sel
dengan degenerasi hidropik/pelemakan
dikalikan 3, sel dengan nekrosis dikalikan
4. Kemudian seluruh skor dijumlahkan
hingga 5 lapang pandang dan dijadikan
sebagai nilai kerusakan hepar yang terjadi.
Data tersebut dijumlahkan dan
diakumulasikan untuk menghitung

persentase kerusakan hepatosit.

Analisis Statistik

Data dari penelitian ini dianalisis
secara statistik menggunakan SPSS.
Gambaran histopatologi hepar berdasarkan
modifikasi Skoring Histopatologi Manja
Roenigk pada mencit jantan diuji dengan
Uji Kruskal Wallis dan Post-Hoc Mann
Whitney, sedangkan pada mencit betina
diuji dengan Uji One-Way ANOVA dan
Post-Hoc Tuckey.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Gambaran Derajat Peradangan

Proses peradangan terjadi saat
adanya paparan suatu infeksi atau zat yang
masuk dan berpotensi menyebabkan
kerusakan pada hepatosit.*®'. Gambaran
yang didapatkan baik pada mencit jantan
dan betina ialah ditemukannya tanda
peradangan dengan derajat ringan dan
derajat berat yang ditunjukkan seperti pada
Gambar 1.
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Gambar 1 Gambaran peradangan hepar mencit, H&E pembesaran 100x. (A) Tidak ada

peradangan; (B) Peradangan ringan (panah hitam : infiltrasi sel radang di sekitar porta); (C)

peradangan berat (panah hitam : infiltrasi sel radang di sekitar porta meluas hingga stroma

dan di antara sel hepatosit).

Secara histopatologi, setiap
kelompok perlakuan pada sediaan hepar
mencit jantan dan betina ditemukan
gambaran peradangan seperti pada Gambar
1. Data hasil pengelompokan derajat

peradangan untuk masing-masing

perlakuan pada mencit jantan disajikan
pada Tabel 1. Pada mencit jantan terjadi
peradangan ringan paling banyak pada
kelompok kontrol, sedangkan peradangan
berat paling banyak terjadi pada kelompok
P2.

Tabel 1 Data derajat peradangan hepar mencit jantan

Derajat Peradangan Hepar

Kelompok Perlakuan Ringan Berat Total
Kontrol 7 0 7
P1 (EEDS dosis 1250 mg/kgbb) 4 3 7
P2 (EEDS dosis 2500 mg/kgbb) 3 4 7
P3 (EEDS dosis 5000 mg/kgbb) 3 3 6
Total 27

Data hasil pengelompokan derajat
peradangan untuk masing-masing

perlakuan mencit betina disajikan pada

Tabel 2. Pada mencit betina terjadi

peradangan  ringan  paling  banyak
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pada kelompok kontrol, sedangkan

peradangan berat paling banyak terjadi

pada kelompok P3.

Tabel 2 Data derajat peradangan hepar mencit betina

Derajat Peradangan Hepar

Kelompok Perlakuan Ringan Berat Total
Kontrol 5 2 7
P1 (EEDS dosis 1250 mg/kgbb) 4 3 7
P2 (EEDS dosis 2500 mg/kgbb) 3 4 7
P3 (EEDS dosis 5000 mg/kgbb) 2 5 7
Total 28

Gambaran Perubahan Histopatologi
Perubahan yang terjadi dapat
bersifat  reversible  berupa  adanya
degenerasi bengkak keruh/parenkimatosa,
degenerasi hidropik, dan pelemakan, atau
yang bersifat irreversible berupa gambaran
sel yang nekrosis.® Hepatosit yang normal
seharusnya memiliki struktur sel-sel yang
membentuk lempeng tersusun secara radier
dari vena sentralis. Hepatosit memliki
bentuk polihedral dengan sitoplasma yang
asidofilik, bulat, nukleus sel besar, dan

vesikuler  dengan

| 22-24

nukleolus  yang

menonjo Adanya perubahan
histopatologi hepar pada penelitian ini
memberikan
Gambar 2.

Degenerasi parenkimatosa ditandai

gambaran seperti pada

dengan adanya sel-sel yang membengkak
serta sitoplasma yang bergranula sehingga
jaringan  tampak  keruh.**%  Pada
degenerasi hidropik, selnya memiliki ciri-

ciri  berupa sel tampak membesar,

sitoplasmanya pucat, dan mengalami
vakuolisasi yang terjadi karena
peningkatan pemasukan air ke dalam sel
dan kemudian air memasuki vakuola-
vakuola tersebut.**” Secara umum, zat-zat
yang bersifat toksik dapat menyebabkan
degenerasi  hidropik  karena adanya
gangguan pompa natrium-kalium pada
membran sel akibat peroksidasi lipid
membran  sehingga terjadi  kondisi
hipernatremia di  dalam sel yang
menyebabkan masuknya air ke dalam sel
dan terjadi degenerasi hidropik.>* Bentuk
gambaran  lainnya ialah  nekrosis.
Mekanisme nekrosis dapat terjadi ketika
jaringan/sel mengalami hipoksia atau
masuknya zat asing yang bersifat toksik,
maka mitokondria akan mengalami luka
sehingga mengakibatkan lisosom pecah,

mengeluarkan  enzim  hidrolitik  dan

melarutkan sel.2¢28
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Gambar 2 Gambaran histopatologi hepatosit mencit, H&E pembesaran 400x. (A) Normal;

(B)degenerasi parenkimatosa/bengkak keruh; (C) degenerasi hidropik; (D) nekrosis.

Hasil gambaran sediaan
histopatologi hepar mencit menunjukkan
bahwa pada gambaran mikroskopis,

kelompok  kontrol  negatif ~memiliki
gambaran yang lebih baik dibanding
kelompok P1, P2, dan P3 dilihat dari
gambaran perubahan sel yang ditemukan
dan derajat peradangan yang terjadi. Pada

kelompok kontrol masih ditemukan lebih

banyak sel normal dan peradangan ringan
dibandingkan dengan kelompok P1, P2,
dan P3.

Skoring Perubahan Histopatologi Hepar
Mencit Jantan

Total hasil skoring yang telah
dilakukan pada setiap perlakuan dalam

penelitian ini disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3 Analisis deskriptif skoring manja roenigk pada hepar mencit jantan

Descriptive Statistics

No Kelompok _ _
Minimum Maksimum Mean Std dev
1. Kontrol 105 184 135,86 26.972
2. EEDS 1250 mg/kgbb 115 163 147,43 15.704
3. EEDS 2500 mg/kgbb 133 176 163,29 15.283
4. EEDS 5000 mg/kgbb 146 185 167,50 14.460
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memiliki distribusi normal karena nilai

Data hasil skoring Manja Roenigk ) . .
p<0,05 sehingga wuji statistik yang

menunjukkan bahwa gambaran perubahan
J 9 P digunakan adalah uji non-parametrik, yaitu

hepatosit terjadi paling sedikit pada
P Jadi - paiing P Kruskal Wallis Test, hasil uji dapat dilihat
pada Tabel 4. Hasil uji Kruskal Wallis

menunjukkan bahwa terdapat perbedaan

kelompok kontrol (K) dengan skor rerata
136 dan paling banyak terjadi pada

kel k lak d beri
clompolc perlakuan dengan  pembertan yang bermakna dengan nilai signifikansi

ekstrak etanol daun salam (EEDS) dosis
( ) p=0,032 atau nilai p<0,05.

5000 mg/kgbb (P3) dengan skor rerata
168.

Hasil uji Post-Hoc Mann Whitney
pada Tabel 5 menunjukkan bahwa
Pada  hasil  uji normalitas o .
kerusakan mulai terjadi pada pemberian
EEDS dosis 2500 mg/kgbb dan dosis 5000

mg/kghbb.

menunjukkan bahwa data skoring Manja
Roenigk mencit jantan tidak semuanya

Tabel 4 Hasil uji kruskal wallis skoring manja roenigk mencit jantan

Perlakuan Mean Skoring Manja Roenigk Hepar + SD  Uji Kruskal Wallis  Nilai p*
Kontrol 135.86 £ 26.972
EDS 1250mg/kgbb 147.43 + 15.704
8.789 0,032
EDS 2500mg/kghb 163.29 + 15.283
EDS 5000mg/kgbb 167.50 + 14.460

Keterangan *) p<0,05 (Terdapat perbedaan yang bermakna)

Tabel 5 Uji post-hoc mann whitney skoring manja roenigk hepar mencit

Kelompok Kontrol EEDS 1250 EEDS 2500 EEDS 5000
mg/kgbb mg/kgbb mg/kgbb
Kontrol 0,276 *0,047 *0.045
EEDS 1250mg/kgbb 0,276 *0,047 *0,038
EEDS 2500mg/kgbb *0,047 *0,047 0,568
EEDS 5000mg/kgbb *0,045 *0,038 0.568

Keterangan: *Hasil uji Post-Hoc Mann Whitney: p<0,05 (terdapat perbedaan bermakna)

Skoring Perubahan Histopatologi Hepar dalam penelitian ini disajikan pada Tabel
Mencit Betina 6.
Total hasil skoring yang telah

dihitung pada setiap kelompok perlakuan
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Tabel 6 Analisis deskriptif skoring manja roenigk pada hepar mencit betina

Descriptive Statistics

No. Kelompok
Minimum Maksimum Mean Std dev
1. Kontrol 124 200 171.29 25.124
2. EEDS 1250 mg/kgbb 166 227 203.43 21.946
3. EEDS 2500 mg/kgbb 196 230 214.29 12.893
4. EEDS 5000 mg/kgbb 190 235 209.14 15.225
Data hasil skoring Manja Roenigk 214, Pada hasil uji  normalitas

menunjukkan bahwa gambaran perubahan
paling sedikit
kelompok kontrol (K) dengan skor rerata

hepatosit terjadi pada

171 dan paling banyak terjadi pada
kelompok perlakuan dengan pemberian
ekstrak etanol daun salam (EEDS) dosis
2500 mg/kgbb (P2) dengan skor rerata

menunjukkan bahwa data skoring Manja
Roenigk mencit memiliki distribusi normal
(p>0,05)
digunakan adalah uji parametrik, yaitu
One-Way ANOVA. Hasil uji One-Way
ANOVA dapat dilihat pada Tabel 7.

sehingga wuji statistik yang

Tabel 7 Hasil Uji ANOVA skoring manja roenigk hepar mencit betina

Perlakuan Mean Skoring Manja Roenigk + SD F(Anova) Nilai p*
Kontrol 171.29 £ 25.124
EEDS 1250mg/kgbb 203.43 + 21.946
6.938 0,002
EEDS 2500mg/kgbb 214.29 + 12.893
EEDS 5000mg/kgbb 209.14 + 15.225

Keterangan: *) p<0,05 (terdapat perbedaan yang bermakna)

Hasil uji One-Way ANOVA pada
Tabel 7 menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan yang bermakna dengan nilai
signifikansi p=0,002 atau nilai p<0,05. Uji

statistik dilanjutkan dengan menggunakan

MK | Vol. 4 | No.5 | DESEMBER 2021

Post-Hoc Tukey HSD untuk menguji

kelompok yang memiliki perbedaan
bermakna tersebut dan hasil dapat dilihat

pada Tabel 8.
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Tabel 8 Uji post-hoc tukey skoring manja roenigk hepar mencit betina

Kelompok  Kontrol EE;“T’( ;ggo EEE/SK gzggo Eggi ;880
Kontrol %0,024 %0,002 %0.007
EZES[())?n Jkgbb %0,024 0,725 0,946
S Jkgbb %0,002 0,725 0,959
e kb %0,007 0,946 0,959

Keterangan: *Hasil uji Post-Hoc Tukey: p<0,05 (terdapat perbedaan bermakna)

Ini  menunjukkan bahwa secara
statistik, perbedaan yang bermakna terjadi
pada semua  kelompok  perlakuan
pemberian EEDS. Maka berdasarkan hasil
statistik tersebut, pemberian EEDS dosis
1250 mg/kgbb pada mencit betina sudah
menimbulkan kerusakan pada hepatosit.
Hasil ini berbeda dengan pemberian EEDS
pada mencit jantan yang baru mulai
menimbulkan  kerusakan hepar pada
pemberian EEDS dosis 2500 mg/kghbb.
Pada penelitian ini digunakan ekstrak
etanol daun salam (EEDS) sebagai bahan
yang diberikan terhadap hewan uiji.
Senyawa aktif dalam EEDS yang berperan
ialah flavonoid dan zat-zat fenolik Ilain
yang memiliki peran sebagai antioksidan
eksogenus.?*

Kerusakan jaringan hepar dapat terjadi
ketika senyawa flavonoid ini
dimetabolisme di hepar melalui reaksi fase
| dan Il. Enzim cytochrome P-450 sangat
beperan penting pada fase I. Obat-obatan
dapat menghambat kerja enzim
cytochrome P-450. Kerusakan jaringan

502 |

hepar dapat terjadi akibat dari proses
oksidasi yang tidak maksimal pada tahap 1
dan  menyebabkan ketidakseimbangan
metabolisme pada fase Il sehingga terjadi
akumulasi metabolit obat.*! Mekanisme ini
juga terjadi karena semakin banyaknya
antioksidan yang ditambahkan, maka dapat
berpengaruh pada laju oksidasi. Pada
keadaan jumlah dan posisi gugus hidroksil
bebas  dalam  molekul  mengalami
perubahan, juga dapat mempengaruhi
fungsi  molekul sebagai antioksidan
menjadi prooksidan. Prooksidan dapat
terbentuk pada konsentrasi tertentu atau
pada pemberian antioksidan dosis tinggi,
maka akan terbentuk radikal hidroksil yang
menyebabkan ketidakseimbangan produksi
dan detoksifikasi dari ROS. Reactive
oxygen species yang semakin meningkat
menimbulkan stres oksidatif dan memicu

perubahan histopatologi sel hepar.®*®

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat
disimpulkan bahwa terdapat gambaran
MK | Vol. 4 | No.5 | DESEMBER 2021
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histopatologi berupa degenerasi
parenkimatosa/bengkak keruh, degenerasi
hidropik, dan nekrosis pada mencit mencit
jantan dan mencit betina setelah pemberian
EEDS dosis 1250 mg/kgbb, dosis 2500

mg/kgbb, dan 5000 kg/kgbb.
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