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RINGKASAN

Efek Hepatoprotektor Air Kelapa (Cocos nucifera L.) dan Asam Folat
terhadap Gambaran Histopatologi Hati Tikus Wistar Betina Hamil (Rattus
norvegicus) yang Diinduksi Karbamat; Muhammad Rosyid Ridho,
152010101037; 2019; 85 halaman; Fakultas Kedokteran Universitas Jember.

Karbamat adalah insektisida dengan mekanisme kerja menghambat enzim
asetilkolinestrase (AChE). Karbamat berpotensi membahayakan kesehatan
manusia karena sifatnya yang sangat mudah diabsorbsi oleh tubuh. Selain itu, sifat
lipofilik dari karbamat sangat mempermudah interaksinya dengan membran sel
dan menyebabkan gangguan pada sebagian besar organ visceral manusia,
terutama hati sebagai organ metabolisme berbagai bahan kimia yang masuk ke
dalam tubuh.

Hambatan terhadap AChE akan menyebabkan pembentukan radikal bebas
yang berlebihan dalam tubuh sehingga menimbulkan stres oksidatif dan
menyebabkan peroksidasi lipid pada sel-sel tubuh, termasuk sel hepatosit pada
hati. Penelitian mengenai perubahan aktivitas detoksifikasi pada hati akibat
paparan zat xenobiotik selama kehamilan menyebabkan penurunan sitokrom P450
1A2 (CYP1A2), hal tersebut juga akan menyebabkan peningkatan radikal bebas
dan dapat merusak sel hati. Maka dari itu dibutuhkan suatu hepatoprotektor untuk
mencegah kerusakan yang lebih parah. Air kelapa menurut penelitian Barlina
(2004) memiliki kandungan antioksidan yang dapat menetralisir radikal bebas
dalam tubuh. Sementara menurut penelitian Roncales et al. tahun 2004 asam folat
dapat mendorong terjadinya perbaikan morfologi dari sel hati, air kelapa dan asam
folat memiliki potensi untuk mencegah terjadinya kerusakan pada hati.

Jenis penelitian ini merupakan frue experimental dengan rancangan post
test only control group design. Metode pengambilan sampel yang digunakan yaitu
simple random sampling dengan jumlah sampel ditentukan menggunakan rumus
Federer. Hewan coba penelitian ini menggunakan tikus wistar betina hamil (Rattus
novergicus) yang dikelompokkan menjadi 4 kelompok secara acak. Kelompok-
kelompok tersebut adalah kelompok kontrol normal (K) yang hanya diberi
akuades selama 14 hari, kelompok perlakuan yang diberi karbamat 10 mg/kgBB
selama 14 hari (P1), kelompok perlakuan yang diberi karbamat 10 mg/kgBB dan
air kelapa secara ad [libitum yang diberikan selama 14 hari (P2), serta kelompok
perlakuan yang diberi karbamat 10 mg/kgBB dan asam folat (P3). Pemberian
karbamat dan asam folat dilakukan per oral menggunakan sonde lambung,
sementara air kelapa diberikan secara ad libitum.

Pada akhir penelitian tikus dikorbankan dan diambil seluruh organ hatinya.
Selanjutnya dilakukan pembuatan preparat histologi dari organ hati tersebut
dengan pewarnaan HE, kemudian diperiksa menggunakan mikroskop cahaya
dengan pembesaran 400x. Data yang didapat berupa nilai skoring histopatologi
hati dalam bentuk data rasio. Data rata-rata skoring histopatologi hati dan standar
deviasi tiap kelompok ialah kontrol normal (K) 1,0 + 0,020; kelompok perlakuan
1 (P1) 2,8 + 0,207; kelompok perlakuan 2 (P2) 2,8 + 0,194; kelompok perlakuan 3
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(P3) 2,6 + 0,257. Hasil skoring histopatologi hati selanjutnya dilakukan analisis
data menggunakan One Way ANOVA dan dilanjutkan uji Post Hoc LSD. Hasil uji
One Way ANOVA menunjukan adanya perbedaan yang signifikan minimal pada
dua kelompok yang dibandingkan (p < 0,05). Hasil uji Post hoc LSD menunjukan
bahwa kelompok yang mendapatkan dosis karbamat 10 mg/kgBB memiliki
gambaran histopatologi yang mengalami kerusakan, terdapat perbedaan signifikan
dengan kelompok K dan P3 (p < 0,05), akan tetapi tidak terdapat perbedaan
signifikan ketika dibandingkan dengan kelompok P2 (p=0,826), hal tersebut
menunjukkan pemberian air kelapa tidak terbukti dapat mencegah terjadinya
kerusakan sel hati. Pada kelompok P3 terdapat perbedaan signifikan ketika
dibandingkan dengan semua kelompok (p < 0,05), menunjukkan pemberian asam
folat dapat mencegah kerusakan sel hati, dibandingkan dengan perlakuan
pemberian air kelapa. Melalui uji analisis data yang dilakukan pada penelitian ini,
dapat disimpulkan bahwa air kelapa (Cocos nucifera L.) tidak terbukti dapat
mencegah terjadinya kerusakan pada hati tikus yang diinduksi karbamat,
sementara pemberian asam folat dapat mencegah kerusakan sel hati, ditinjau dari
gambaran histopatologi.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara beriklim tropis yang memiliki potensi besar
dalam bidang agraris. Indonesia memiliki tanah yang subur dan cocok untuk
ditanami berbagai jenis tanaman. Pestisida diperlukan petani sebagai upaya
meningkatkan produktivitas dan keuntungan  hasil pertanian. Penggunaan
pestisida secara berlebihan dan tidak terkendali pada lahan pertanian
memberikan risiko keracunan pestisida bagi petani (Runia, 2008). Beberapa faktor
ketidaktepatan penggunaan pestisida antara lain tingkat pengetahuan,
sikap/perilaku pengguna pestisida, penggunaan alat pelindung, serta kurangnya
informasi yang berkaitan dengan risiko penggunaan pestisida (Raini, 2007).

Kasus keracunan pestisida yang terjadi di Indonesia pada tahun 2016
sejumlah 771 kasus (BPOM RI). Data tersebut didukung oleh World Health
Organization (WHO) pada tahun 2010 yang menyatakan bahwa, telah terjadi 1-5
juta kasus keracunan pestisida yang menimpa para petani dan masyarakat daerah
sekitar yang menimbulkan kematian sebanyak 220.000 orang setiap tahun, dan
telah dilaporkan sekitar 80% merupakan kasus keracunan yang terjadi di negara-
negara berkembang (Komisi Pestisida, 2014). Korban paparan pestisida juga
dialami oleh ibu-ibu hamil, paparan pestisida pada ibu hamil telah banyak menjadi
topik berbagai penelitian (Winnoto et al, 2016), seperti telah dilaporkannya
keberadaan metabolit pestisida dalam sampel urin dari wanita hamil (Whyatt et
al., 2003) dan laporan biomonitoring data pada wanita hamil dari 2003-2004
menemukan bahwa lebih dari 40% wanita memiliki peningkatan metabolit
insektisida (Eskenazi et al., 2004). Paparan pestisida pada ibu hamil dapat
menyebabkan kecacatan pada anak dan gangguan pertumbuhan serta
perkembangan, selain itu kerusakan organ metabolit seperti hati oleh ibu hamil
juga dapat terjadi akibat paparan tersebut. Kerusakan hati akibat paparan tersebut
juga tetap perlu menjadi perhatian karena dampaknya akan secara langsung
berakibat buruk pada ibu hamil (Winnoto et al., 2016).
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Pestisida golongan karbamat adalah pestisida yang sering digunakan di
Indonesia (Indraningsih, 2008), setelah dikeluarkannya peraturan tentang
pelarangan menggunakan pestisida golongan organoklorin (MENTAN, 2001).
Sementara, penggunaan pestisida di negara maju seperti Amerika Serikat mulai
melarang penggunaan organofosfat karena toksisitasnya dan beralih menggunakan
karbamat (Dyro, 2016), hal tersebut mendorong penggunaan karbamat semakin
meningkat. Beberapa jenis pestisida golongan karbamat yang umum digunakan
pada lahan sawah irigasi dan tadah hujan antara lain karbaril (Sevin™),
karbofuran (Furadan™ dan Curater™), tiodikarb (Larvin™) dan BPMC/Butyl
Phenyl-n-Methyl Carbamate (Bassa™, Dharmabas™ dan Baycarb™) (Jatmiko et
al., 1999).

Keracunan karbamat dapat terjadi melalui inhalasi, gastrointestinal (oral)
atau kontak kulit, karena karbamat juga bersifat lipofilik maka mudah bagi zat ini
menyebar melalui saluran darah ke seluruh tubuh (Gupta, 2014). Karbamat dapat
menimbulkan efek toksik melalui hambatan enzim asetilkolinesterase (AChE)
pada sinapsis syaraf dan myoneural junctions yang bersifat reversibel (Holovska
et al., 2014). Selain menghambat aktivitas AChE, karbamat juga telah dilaporkan
dapat menyebabkan perubahan fungsional dan histologis setelah pajanan jangka
panjang dan dosis tinggi pada kulit, mata, hemoepoitik, ginjal, testis, dan hati
(Gupta, 2014). Karbamat dapat menghambat AChE sehingga akan menyebabkan
pembentukan radikal bebas yang berlebihan dalam tubuh sehingga menimbulkan
stres oksidatif dan menyebabkan peroksidasi lipid pada sel-sel tubuh, termasuk sel
hepatosit pada hati. Pemeriksaan histopatologi hati dapat mendeteksi kerusakan
organ hati akibat paparan bahan kimia (Colovic et al., 2013).

Maka dari itu dibutuhkan suatu hepatoprotektor untuk mencegah
kerusakan yang lebih parah. Air kelapa menurut penelitian Barlina (2004)
memiliki kandungan antioksidan yang dapat menetralisir radikal bebas dalam
tubuh. Sementara menurut penelitian Roncales et al. tahun 2004 asam folat dapat
mendorong terjadinya perbaikan morfologi dari sel hati, air kelapa dan asam folat

memiliki potensi untuk mencegah terjadinya kerusakan pada hati.
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Kelapa (Cocos nucifera L.) merupakan salah satu tumbuhan yang mudah
dijumpai di daerah tropis, terutama Indonesia. Masyarakat seringkali
menggunakan air kelapa untuk menangani keracunan akut. Salah satu kandungan
dalam air kelapa adalah tanin, yaitu bioenzim yang dapat menjadi zat anti racun,
yang dapat menguraikan dan mengeluarkan racun dari tubuh, tanin juga memiliki
fungsi sebagai antioksidan yang dapat menangkal terjadinya penumpukan
Reactive oxygen spesies (ROS) yang dapat merusak jaringan tubuh (Sanctawati,
2016). Asam folat atau dapat disebut juga vitamin B9 sangat penting untuk
berbagai fungsi tubuh mulai dari replikasi DNA, perbaikan, dan metilasi
(Marsillach, 2007). Vitamin ini memiliki peran penting terutama pada periode
pembelahan dan pertumbuhan sel (Rohma, 2015). Asam folat biasa digunakan
sebagai obat pada pasien penyakit hati kronis (Buckman, 2006), sebagai dukungan
nutrisi, seperti diet modifikasi dan suplemen gizi untuk pasien (Stratton and
Smith, 2006).

Pada kasus metabolisme zat kimia beracun pada ibu hamil diketahui
terdapat perubahan pada aktivitas detoksifikasi hati, yaitu terjadinya penurunan
sitokrom P450 1A2 (CYP1A2), hal tersebut akan menyebabkan peningkatan
radikal bebas dalam tubuh. Mengenai penurunan CYP1A2 pada metabolisme di
hati menunjukkan bahwa paparan zat xenobiotik selama kehamilan juga dapat
mengakibatkan kerusakan pada hati (Tracy et al., 2005). Setelah mengetahui efek
pestisida karbamat dan efek kehamilan pada metabolismenya maka pengujian
mengenai fungsi asam folat dan kebiasaan masyarakat menggunakan air kelapa
untuk keracunan diperlukan untuk mengetahui efeknya sebagai hepatoprotektor

terhadap gambaran histopatologi hati tikus yang diinduksi karbamat.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, rumusan masalah yang diangkat yakni
apakah air kelapa (Cocos nucifera L.) dan asam folat memiliki efek
hepatoprotektor terhadap gambaran histopatologi hati tikus wistar betina hamil
yang diinduksi oleh karbamat?
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1.3 Tujuan

Tujuan penelitian ini ialah sebagai berikut:
1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini ialah mengetahui efek pemberian air
kelapa (Cocos nucifera L.) dan asam folat sebagai hepatoprotektor terhadap
gambaran histopatologi hati tikus wistar betina hamil yang diinduksi karbamat.

1.3.2. Tujuan Khusus

a. Mengetahui efek induksi karbamat terhadap gambaran histopatologi hati tikus
wistar betina hamil.

b. Mengetahui efek pemberian air kelapa (Cocos nucifera L.)  sebagai
hepatoprotektor terhadap gambaran histopatologi hati tikus wistar betina hamil
yang diinduksi karbamat.

c. Mengetahui efek pemberian asam folat sebagai hepatoprotektor terhadap

gambaran histopatologi hati tikus wistar betina hamil yang diinduksi karbamat.

1.4 Manfaat
Adapun manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini ialah:
1.4.1 Manfaat Keilmuan
Dapat menambah wawasan pengetahuan dan dapat digunakan sebagai

referensi dalam pengembangan bidang ilmu toksikologi kedokteran.

1.4.2 Manfaat Aplikatif

Dapat dijadikan sebagai sumber informasi bagi masyarakat tentang bahaya
toksisitas pestisida golongan karbamat. Dan memberikan wawasan dan informasi
tentang manfaat air kelapa (Cocos nucifera L.) dan asam folat sebagai upaya

pencegahan terjadinya kerusakan hati akibat paparan pestisida saat bekerja.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karbamat
2.1.1 Definisi

Karbamat merupakan insektisida berspektrum luas yang memiliki cara
kerja yang sama seperti insektisida organofosfat yaitu dengan menghambat
aktivitas enzim asetilkolinesterase pada sistem saraf, perbedaannya ada pada
penghambatan enzim bersifat irreversible terjadi pada organofosfat sementara
pada karbamat penghambat enzim bersifat bolak-balik reversible atau dapat
dipulihkan lagi (Hudayya dan Jayanti, 2012). Jenis umum karbamat yang
menghasilkan  paparan toksik adalah aldicarb, carbofuran, carbaryl,
ethinenocarb, fenobucarb, oxamyl, methomyl, pirimicarb, propoxur, dan

trimethacarb (Silberman dan Taylor, 2018).

2.1.2 Sifat Fisik dan Kimia

Karbamat adalah pestisida yang didasarkan pada asam karbamik
(H,NCOOH) (Djojosumarto, 2008). Karbamat memiliki rumus umum yang
ditunjukkan di bawah ini yakni R adalah alkohol, oxime atau phenol dan R1
adalah hidrogen atau gugus metil. Sedangkan R2 adalah bagian aromatik atau
alifatik

O

I
RINH - C - OR2

Tiga kelas utama pestisida karbamat dikenal (INCHEM, 1986):
a. insektisida karbamat; R1 adalah gugus metil;
b. herbisida karbamat; R1 adalah bagian aromatik; dan
c. karbamat fungisida; R1 adalah bagian benzimidazole.
Secara umum, ester sederhana atau turunan N-tersubstitusi dari asam
karbamat adalah senyawa yang tidak stabil, terutama di bawah kondisi
alkalin. Karbamat adalah padatan kristalin yang rendah tekanan uap dan kelarutan

airnya. Karbamat cukup larut dalam pelarut benzena, toluena, xilena, kloroform,
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diklorometana, dan 1,2-dikloroetana. Pada umumnya, karbamat tidak larut dalam
pelarut organik nonpolar seperti hidrokarbon minyak bumi tetapi sangat larut
dalam pelarut polar organik seperti metanol, etanol, aseton, dimetilformamida,
(INCHEM, 1986).

2.1.3 Metabolisme Karbamat

Metabolisme karbamat pada dasarnya sama pada tumbuhan, serangga, dan
mamalia. Karbamat biasanya mudah diserap melalui kulit, selaput lendir, dan
pernapasan, serta saluran pencernaan. Bentuk senyawa metabolit dari karbamat
kurang beracun dibandingkan dengan senyawa induknya. Namun, pada kasus-
kasus tertentu, bentuk senyawa metabolit karbamat sama beracun atau bahkan
lebih beracun dari induk karbamat. Di sebagian besar mamalia, metabolitnya
terutama diekskresikan lebih cepat di urin (INCHEM, 1986).

Distribusi karbamat dalam berbagai organ dan jaringan pada mamalia
melalui saluran pernafasan atau saluran pencernaan dapat diamati pada beberapa
organ yang mengandung residu seperti hati, ginjal, otak, lemak, dan otot. Waktu
paruh dalam tikus adalah sekitar 3 - 8 jam. Dari analisis data sebelumnya, tampak
ekskresi karbamat melalui urin juga cepat pada manusia, dan dapat dikatakan
bahwa metabolisme jalur di manusia sama dengan jalur pada tikus (INCHEM,
1986).

Pestisida karbamat diubah secara metabolik oleh berbagai reaksi kimia
menjadi molekul yang lebih larut air. Langkah awal, biasanya bersifat oksidatif,
kemudian ditambahkan gugus hidroksil fungsional yang berfungsi sebagai tempat
untuk reaksi konjugasi sekunder untuk menghasilkan produk yang dapat
diekskresikan melalui urin dan / atau feses. Dalam beberapa kasus, metabolit
beroksigen, seperti 5 hidroksipropoksur yang merupakan senyawa metabolit dari
karbamat propusur dan 5-hidroksi-carbaryl yang merupakan senyawa metabolit
dari karbamat karbaril, diketahui beracun dan memiliki aktivitas antikolinesterase.
Hal tersebut membuktikan bahwa tidak diragukan lagi karbamat memiliki efek
toksisitas baik senyawa induk maupun senyawa metabolitnya (Black et al., 1973).


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Karbamat juga mengalami hidrolisis, yaitu hidrolisis asam karbamat, yang
terurai menjadi karbon dioksida (CO2) dan amina yang sesuai. Mekanisme
hidrolisis pada N-methyl dan N-dimetil memiliki perbedaan, N-metil karbamat
melewati suatu isosianat sedang, sedangkan dalam hidrolisis  N-
dimethylcarbamates, produk tambahan dengan ion hidroksil adalah terbentuk
menghasilkan alkohol dan N-dimetil tersubstitusi asam. Laju hidrolisis lebih

cepat pada mamalia dibandingkan pada tanaman dan serangga (INCHEM, 1986).

2.2 Hati
2.2.1 Anatomi

Hati merupakan salah satu organ terbesar yang berada di dalam tubuh,
terhitung sekitar 2% hingga 3% dari berat badan rata-rata (Abdel-Misih dan
Blomstoon, 2010), memiliki kontur yang lunak dan terletak di sebelah bawah
diafragma pada cavum abdomen regio hipokondrium dekstra hingga regio
epigastrium. Terdapat dua lobus anatomi hati yaitu kanan dan Kiri (Gambar 2.1).
Kemudian terdapat ligamentum falciparum yang memisahkan antara dua lobus
pada bagian anterior, sementara pada bagian posterior terdapat ligamentum
venosus dan pada inferior terdapat ligamentum teres (Sherlock dan Dooley, 2008).

anterior view inferior vena cava posterior view

falciform left trianqular caudate
ligarnent

coronary
ligament lobe - ligament

fissure
for teres
ligarnent

right
triangular
ligarnent
proper
hepatic
artery

| teres |

ligament

gallbladder

® 2003 Encyclopadia Britannica, Inc.

Gambar 2.1 Anatomi hati (Encyclopdia Britannica, 2003)
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Hati memiliki sumber perdarahan ganda antara lain berasal dari arteri
hepatika yang berisikan darah arterial yang kaya oksigen, sekitar 30% dan vena
porta yang mengandung darah venosa berisikan hasil-hasil pencernaan yang
diabsorbsi dari traktus gastrointestinalis, sekitar 70% (Tanudjaja dan George,
2008), juga terdapat pembuluh limfe yang berguna mengangkut produk lemak
kompleks (Eroschenko, 2013). Hati mendapatkan persarafan dari pleksus
hepatika yang merupakan ganglia simpatis dari T7-T10 yang bersinaps di pleksus
koeliaca (Sherlock dan Dolly, 2008)

Berbeda dengan hati manusia hati tikus memiliki empat lobus utama yang
berhubungan di sebelah belakang. Lobus tengah terbagi oleh bifurcatio yang
dalam menjadi kanan dan kiri, lobus sebelah kiri tidak terbagi, lobus sebelah
kanan dibagi secara horizontal bagian anterior dan posterior, sementara lobus
belakang terbagi menjadi dua lobus berbentuk daun berada di sebelah dorsal dan
ventral dari esofagus sebelah kurvatura dari lambung. Kandung empedu tidak
dimiliki oleh tikus. Kemudian untuk struktur dan komponen hati tikus sama
dengan mamalia lainnya yaitu tersusun dari vena sentralis, sinusoid, dan hepatosit
(Syahrizal, 2008)

Fisiologi hati dapat dilihat pada pembagian zona yang ada pada lobulus
hepatikus, terdapat tiga zona antara lain zona 1,2, dan 3 (Gambar 2.2). Zona 1
merupakan zona aktif atau disebut juga zone of permanent funtion, paling dekat
dengan pembuluh darah dan yang akan pertamakali dipengaruhi jika ada
perubahan pada darah yang masuk. Zona 2 atau zona intermedia sel-selnya
merupakan respons kedua terhadap perubahan dalam darah. Dan zona 3 atau zona
pasif adalah sel-sel yang memiliki aktivitas rendah dan hanya akan aktif ketika
kebutuhan meningkat (Leeson et al., 2008). Zona 1 memiliki kemampuan untuk
melakukan glukoneogenesis sementara zona 3 memiliki kemampuan glikolisis.
GSH pada zona 1 lebih tinggi dari pada zona 3 sehingga zona 3 lebih mudah
mengalami kerusakan. Sitoktrom P45y lebih banyak pada zona 3 karena sebagai
tempat untuk detoksifikasi beberapa obat seperti fenobarbital, untuk oksigenasi
pada zona 1 lebih banyak daripada zona 3 (Sherlock dan Dooley, 2008)
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Gambar 2.2 pembagian zona hati (Kumar et al., 2015)

2.2.2 Histologi Hati

Bentuk sediaan histologis hati dapat memperlihatkan unit-unit heksagonal
berulang yang disebut sebagai lobulus hepatikus, pada bagian tengah masing-
masing lobulus dapat ditemui vena sentral yang dikelilingi oleh lempeng-lempeng
sel hepatosit dan juga terdapat sinusoid yang merupakan pembuluh darah ke arah
perifer. Pada perifer lobulus juga dapat di temukan kanalis porta atau trias porta
yang menjadi tempat cabang-cabang arteri hepatika, vena porta, duktus biliaris,
dan pembuluh limfe (Eroschenko, 2013). Gambar histologi hati dapat dilihat pada
Gambar 2.3.

Sinusoid hati merupakan saluran darah berkelok-kelok dan melebar yang
dilapisi oleh sel endotel berpori dibagian bawah di pisah oleh ruang perisinusoid
Disse subendotel yang di dalamnya terdapat mikrovilus masing-masing hepatosit
dan berkas serat halus jaringan ikat. Mikrovilus berguna untuk meningkatkan luas
permukaan untuk pertukaran metabolit yang terdapat di darah dan hepatosit.
Selain memiliki sel endotel sinusoid juga mengandung makrofag yang dinamai
sel kupffer yang membentuk bagian dari endotel pelapis, berukuran besar dan
menjulur ke keseluruh lumen sinusoid. Sel yang dapat ditemukan selanjutnya
adalah sel stelata hati atau sel ito yang berfungsi sebagai tempat penyimpanan

primer untuk lemak dan sebagian besar vitamin A pada tubuh (Eroschenko, 2013)
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Gambar 2.3 Histologi hati (Eroschenko, 2013)

Hepatosit juga memproduksi empedu ke dalam saluran-saluran kecil yang
disebut kanalis biliaris yang terletak pada masing-masing hepatosit. Kanalikulus
menyatu di bagian perifer pada trias porta membentuk duktus biliaris.

2.2.3 Jejas pada Hati

Sel memiliki kemampuan adaptif untuk mempertahankan homeostasisnya,
kemampuan adaptif yang berlebihan pada sel akan menimbulkan jejas pada sel
tersebut, agen terjadinya jejas antara lain adalah defisiensi oksigen, agen
infeksius, reaksi imunologi, ketidakseimbangan fisik, agen fisik, paparan bahan
kimia, dan defek genetik (Kumar et al., 2015)

Berbagai gangguan metabolik, toksik, mikroba dan sirkulasi dapat
merusak hati. Jika sel hati terkena rangsangan patologik yang terus menerus dapat
menimbukan respons yang berbeda, sesuai jenis pajanan dan lama pajanan dari
rangsangan patologik tersebut. Dalam bukunya Kumar dkk (2015) menjelaskan
terdapat lima respons umum hati ketika mengalami jejas, antara lain yaitu
peradangan, degenerasi, nekrosis, fibrosis, dan sirosis, dapat dilihat pada gambar
2.4 histopatologi hati (Kumar et al., 2015).

Respon pertama atau peradangan dapat kemungkinan terjadi terbatas pada

saluran porta atau mungkin terbatas ke dalam parenkim. Apabila hepatosit
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mengalami kerusakan, makrofag akan menelan sel yag mati kemudian
membentuk gumpalan sel radang pada parenkim yang normal. Benda asing,
organisme, dan berbagai obat dapat memicu reaksi granulomatosa tersebut
(Kumar et al., 2015).

Respons kedua atau degenarasi, degenerasi merupakan terjadinya
perubahan morfologi dan fungsi yang sifatnya reversible atau dapat pulih kembali.
Degenerasi lemak atau steatosis hati merupakan salah satu degenerasi yang dapat
terjadi pada hati. Steatosis hepatoseluler biasa timbul pada pasien pecandu
alkohol. Lemak tertimbuk hingga tahap globulus makrovesikular besar yang
jernih, dapat menekan dan menggeser nukleus ke perifer hepatosit. Steatosis
hepatoseluler terjadi akibat pengalihan zat normal menjauhi katabolisme dan
mengarah pada biosintesis lemak, akibat pembentukan berlebihan nikotinamida
adenin dinukleotida, gangguan pembentukan dan sekresi lipoprotein, dan
peningkatan katabolisme lemak perifer (Kumar et al., 2015).

Respons ketiga atau nekrosis, nekrosis merupakan kematian sel yang bersifat
irreversible. Kematian sel yang bersifat toksik atau diperantarai sistem imun yang
terjadi melalui apoptosis, hepatositnya memiliki ciri piknosis (inti hiperkromatik dan
mengecil), karioreksis (inti pecah) dan kariolisis (inti hilang) (Kumar et al., 2015).

Respons keempat atau fibrosis, terbentuknya jaringan fibrosis adalah sebagai
respons terhadap peradangan atau gangguan toksik langsung pada hati. Pengendapan
kolagen akan menimbulkan dampak permanen pada pola aliran darah hati. Awalnya
fibrosis terbentuk di dalam atau di sekitar saluran porta atau vena sentralis atau
mungkin mengendap langsung dalam sinusoid. Untaian dari fibrosa akan
menghubungkan regio hati yang disebut bridging fibrosis (Kumar et al., 2015).

Sirosis sebagai respons terakhir. Hati memiliki beberapa nodus hepatosit
yang sekelilingnya mengalami regenerasi dan dikelilingi oleh jaringan parut yang
disebut sirosis. Sirosis merupakan stadium terakhir dari perjalanan penyakit hati
(Kumar et al., 2015).
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(b)

()
(a) Gambaran histopatologi hati yang memiliki steatosis; (b) Gambaran histopatologi hati yang
memiliki nekrosis; () Gambaran histopatologi sirosis hati.
Gambar 2.4 Histopatologi hati (Kumar et al., 2015)

2.2.4 Pemeriksaan Histopatologi Hati

Toksisitas obat, xenobiotik, dan stres oksidatif dapat mengakibatkan
kerusakan sel hati dan dapat menyebabkan kerusakan hepatoseluler, dapat berupa
kerusakan reversible yaitu pembengkakan sel (degenerasi hidropik) dan
perlemakan (steatosis), dan irreversible yaitu nekrosis sel hati (Kumar et al.,
2015). Nekrosis pada sel hati adalah perubahan morfologi yang diakibatkan
degredasi progresif dikarenakan enzim-enzim pada sel yang rusak, dapat ditandai
oleh perubahan dan dekstrusi nukleus (Kumar et al., 2015). Perubahan tersebut
dapat muncul dalam tiga pola antara lain kariolisis tampak terjadi pemudaran
kromatin, pola karioeksis terjadi fragmentasi dari nuleus yang piknosis, serta pola
piknosis terjadinya penciutan sel dan peningkatan basofilia akibat pemadatan
DNA menjadi massa yang solid (Kumar et al., 2015). Secara mikroskopis jaringan
nekrosis berwarna kemerahan dan tidak mengambil warna hematoksilin, sering
pucat.

Karbon tetraklorida (CCL,) dapat menyebabkan kematian sel yang terjadi
bersama dengan pecahnya membran plasma, secara morfologik dan dapat terjadi
edema sitoplasma, dilatasi retikulum endoplasma, dilatasi polisom, dan akumulasi
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trigliserida sebagai butiran lemak dalam sel (Kumar et al., 2015). Pada penelitian
pada insektisida golongan piretroid ditemukan secara umum menyebabkan
terjadinya degenerasi hidropik hati. Degenarasi hidropik merupakan terjadinya
peningkatan jumlah air pada sel yang mengakibatkan sitoplasma dan organel sel
nampak membengkak dan bervakuola, menurut Jones et al. (2007) terdapat faktor
yang dapat mengganggu fungsi membran sel untuk melakukan transport aktif ion
natrium keluar dari sel yang menyebabkan masuknya air dalam jumlah berlebihan
ke dalam sel. Paparan zat toksik mengakibatkan hilangnya pengaturan volume
pada bagian-bagian sel. Untuk menjaga keseimbangan lingkungan internalnya, sel
harus menggunakan energi metabolik untuk memompa ion natrium keluar dari sel
(Price dan Wilson, 2012)

Menurut Underwood (2010) hipoksia dan keracunan bahan kimia adalah
penyebab umum terjadinya degenerasi hidropik (Gambar 2.5). Hipoksia akan
menginisiasi terjadinya inflamasi pada jaringan, hipoksia yang terus menerus akan
menyebakan infalamasi berlebih pada jaringan sehingga akan menyebabkan
kerusakan seperti degenerasi hidropik. Sementara, Keracunan bahan kimia akan
menyebabkan gangguan metabolisme sel sebagai pengaruh senyawa toksik ke
dalam tubuh. Pada degenerasi hidropik akan terjadi pembengkakan pada
retikulum endoplasmik, mitokondria, dan rongga-rongga sel. Secara mikroskopik,
dapat terlihat vakuol-vakuol yang jernih tersebar dalam sitoplasma. Terkadang
vakuol-vakuol kecil membentuk vakuol besar menyebabkan inti terdesak ke
pinggir. Perubahan ini bersifat reversible, jika agen yang menimbulkan cedera

dihentikan, sel-sel akan kembali normal (Juhryyah, 2008).

Gambar 2.5 Degenerasi hidropis disertai kongesti hebat pada sinusoid,
pasca pemberian insektisida (Juhryyah, 2008)
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Jika sel terpapar zat toksik cukup tinggi atau berlangsung terus-menerus,
maka sel akan mencapai suatu titik yaitu sel tidak dapat mengkompensasi dan
tidak dapat melanjutkan metabolisme perubahan reversible hingga akhirnya
menjadi irreversible, yaitu terjadinya kematian sel. Proses kematian sel dapat
secara apoptosis dan nekrosis. Kematian sel secara apoptosis terjadi akibat
mekanisme proses aktif yang membutuhkan energi dan sel itu sendiri aktif
berpatisipasi dalam proses destruksi, sementara kematian sel secara nekrosis yang
terjadi akibat cedera pada sel, prosesnya pasif disintergrasi sel. (Kumar et al.,
2015)

Keterbatasan hati dalam mendetoksifikasi bahan toksik yang masuk
kedalam tubuh, sehingga tidak semua bahan terdetokfikasi sempurna, tetapi
tertimbun didalah darah dan dapat menimbulkan berbagai kerusakan sel hati,
diantaranya antarai lain perlemakan sel hati (steatosis), nekrosis hati, dan sirosis
(Price dan Wilson, 2015). Steatosis disebabkan oleh radikal bebas yang terbentuk
di dalam hati yang menyebabkan peroksidasi lemak dalam membran sel. Ribosom
dan retikulum endoplasmik akan dilepaskan oleh Mitokondria yang
mengakibatkan distribusi energi yang diperlukan untuk memelihara fungsi dan
struktur retikulum endoplasmik terhenti, sintesis protein mengalami penurunan,
sel kehilangan daya untuk mengeluarkan trigliserida, dan terjadilah degenerasi
perlemakan (Kumar et al., 2015).

Nekrosis pada hati ialah kematian sel oleh bahan toksik, kematian sel
terjadi bersama dengan pecahnya membran plasma, yang secara morfologik dapat
terjadi edema sitoplasma, dilatasi retikulum endoplasma, dilatasi polisom, dan
akumulasi trigliserida sebagai butiran lemak dalam sel. Kematian sel juga dapat
memperlihatkan membengkaknya mitokondria, sitoplasma, hancurnya organel
beserta intinya dan pecahnya membran plasma, akan tetapi hati memiliki kapasitas
pertumbuhan kembali sehingga terjadinya kematian sel tidak selalu bersifat kritis
(Kumar et al., 2015). Nekrosis hati dan apoptosis sel hati dapat dilihat pada
Gambar 2.6.
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(b)

(a) Nekrosis hati (Raj et al., 2010) ; (b) Apoptosis sel hati, pasca pemerian insektisida

(Juhryyah, 2008) Gambar 2.6 Nekrosis hati dan apoptosis sel hati

2.2.5 Skoring Histopatologi Hati

Pemeriksaan histopatologi hati dapat dilakukan untuk melihat adanya
perubahan pada struktur hati dan derajat kerusakan hati. Pemeriksaan ini penting
karena dapat digunakan untuk membantu menegakkan diagnosis lebih akurat,
menentukan staging dan grading perubahan sturktur hati, dan menentukan terapi
yang tepat, serta menentukan prognosis dari penyakit hati (Alswat et al., 2010).

Perubahan mikroskopis sel hati dapat diukur menggunakan suatu sistem
skoring yang digunakan untuk mempermudah dalam menghitung perubahan
histopatologi yang terjadi. Terdapat beberapa sistem skoring yang dapat
digunakan, salahsatunya ialah klasifikasi Manja Roenigk.

Penilaian skoring Manja Roenigk dilakukan dengan cara membaca
tiap preparat jaringan hati dalam lima pandangan yaitu keempat sudut dan bagian
tengah dari preparat degan pembesaran 400 kali. Lalu setiap lapangan pandang
dihitung 20 hepatosit dan dikalikan dengan skor masing-masing sel, kemudian di
cari rata-rata skor untuk setiap sampel (Tamad et al., 2011). Contoh kerusakan sel
dalam skoring Manja Roenigk dapat dilihat pada Gambar 2.7. Berikut klasifikasi
Manja Roenigk dapat dilihat pada tabel 2.1

Tabel 2.1 Klasifikasi Manja Roenigk

No Tingkat Kerusakan Skor
1 Normal 1
2 Degenerasi Parenkimatosa 2
3 Degenerasi Hidropik 3
4 Nekrosis 4

Sumber: Tamad et al ., 2011
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1) Nilai 1= sel hati normal

Sel tampak bentuk polygonal, sitoplasma merah homogen, dinding sel
berbatas tegas.

2) Nilai 2= sel hati degenerasi parenkimetosa

Sel mengalami pembengkakan dan disertai sitoplasma keruh bergranula.

3) Nilai 3= sel hati degenerasi hidropik

Tampak sel sembab, terdapat akumulasi cairan dan terdapat banyak vakuola.

4) Nilai 4= sel hati nekrosis

Merupakan kerusakan permanen sel atau kematian sel.

a. Gambaran normal b. Gambaran degenerasi
parenkimetosa

¢c. Gambaran degenerasi hidropik d. Gambaran nekrosis
Gambar 2.7 Histopatologi sel hati tikus wistar (Arifuddin dkk, 2016)

2.3 Metabolisme Hati pada Kehamilan
2.3.1 Fisiologi Kehamilan

Kehamilan ialah pertumbuhan dan perkembangan janin di dalam
intrauterin  yang dimulai sejak konsepsi dan berakhir sampai permulaan
persalinan. Perubahan baik secara anatomi, fisiologi, dan kehamilan akan terjadi
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selama kehamilan. Adanya perubahan tersebut akan mempengaruhi kebutuhan
gizi ibu hamil yang bertujuan untuk memaksimalkan pertumbuhan dan
perkembangan janin. Berikut ini beberapa perubahan yang terjadi pada ibu hamil
yang secara langsung ataupun tidak langsung akan mempengaruhi kebutuhan gizi
ibu (Sulistyoningsih, 2011):

a. Sistem Endrokin

Menghasilkan berbagai hormon yang penting untuk kesinambungan
kehamilan itu sendiri telah menjadi tugas plasenta. Plasenta akan menghasilkan
hormon yang terdiri dari human chorionic gonadotropin (hCG), human plasental
lactogen (hPL), human chorionic thyroptropin, estrogen, progesteron.
Peningkatan produksi estrogen akan mempengaruhi pembesaran uterus, buah
dada, dan organ genital, retensi cairan yang menyebabkan pertambahan natrium,
perubahan deposisi lemak, relaksasi persendian, penurunan produksi HCI dan
pepsin lambung serta berpengaruh pada fungsi kelenjar tiroid serta mengganggu
metabolisme asam folat. Hormon progesteron akan memacu pertumbuhan
endometrium, penumpukan sel lemak, retensi natrium, menurunkan motilitas
saluran cerna dan tonus otot dan menurunkan kontraksi rahim. Kelenjar endokrin
seperti kelenjar hipofise dan tiroid membesar sedikit, basal metabolism
meningkat. Paratiroid membesar sehingga akan meningkatkan kebutuhan kalsium
dan vitamin D (Sulistyoningsih, 2011).

b. Saluran pencernaan

Penambahan hormon estrogen menyebabkan sekresi air ludah bertambah
dan sifatnya menjadi lebih asam. Hal ini relatif sering menimbulkan kerusakan
gigi (berlubang) sewaktu hamil. Ibu hamil juga mengalami perubahan
metabolisme glukosa untuk menjamin kebutuhan glukosa untuk janin. Keadaan
ini berpotensi mengakibatkan terjadinya diabetes kehamilan. Human plasental
lactogen (hPL) menyebabkan terjadinya lipolisis serta meningkatkan kadar asam
lemak bebas di dalam plasma untuk penyiapan sumber energi pengganti bagi ibu.
Hormon ini juga mengganggu kerja insulin, sehingga kebutuhan insulin akan

meningkat. Ibu hamil yang tidak mampu memenuhi kebutuhan insulin yang
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meningkat tersebut akan menyebabkan ibu mengalami kehamilan. Peningkatan
hormon progesteron mengakibatkan motilitas saluran cerna berkurang dan transit
makanan menjadi lebih panjang sehingga lebih banyak air terserap sehingga

terjadi sembelit atau konstipasi (Sulistyoningsih, 2011).

c. Ginjal dan saluran kemih

Terdapat perubahan fungsi ginjal yang diakibatkan oleh Adreno cortico
tropic hormon (ACTH), Anti diuretic hormon (ADH), kortisol, dan aldosteron.
Piala ginjal melebar sampai 60 cc, sedangkan bila tidak hamil 10 cc. Panjang dan
berat ginjal bertambah 1-1,5 cm. Glomerular filtration rate (GFR) meningkat
sampai 50%. Aliran plasma ginjal meningkat sampai 25- 50%. Peningkatan GFR
terkadang tidak dibarengi dengan kemampuan tubulus menyerap glukosa yang
tersaring sehingga mengakibatkan glukosuria. Hal ini harus dipantau untuk

mendeteksi adanya tanda awal dari diabetes kehamilan (Sulistyoningsih, 2011).

d. Sistem kardiovaskular

Pembesaran uterus akan menekan pembuluh darah panggul dan paha sehingga
aliran darah balik akan terganggu dan darah akan mengumpul pada tungkai
bawah, pada posisi tidur uterus akan menekan vena cava sehingga akan
mengurangi suplai darah ke atrium. Dampaknya adalah terjadi hipotensi.
Perubahan yang nampak mencolok adalah kenaikan volume plasma sampai
dengan 50% dengan diikuti peningkatan hemoglobin sampai dengan 20% yang
meningkat pada trimester Il dan mencapai puncaknya pada pertengahan trimester
ke 1l. Kadar hemoglobin dan besi menurun oleh karena adanya hemodilusi
(Sulistyoningsih, 2011).

e. Hati

Alkaline fosfatase serum meningkat dua kali lipat hal ini diduga akibat
penambahan isoenzim alkaline fosfotase plasenta. Kadar albumin menurun lebih
banyak dari pada globulin. Sehingga rasio albumin globulin juga menurun tajam.
Waktu pengosongan cairan empedu lebih pendek, cairan lebih kental dan
terkadang terjadi statis sehingga berisiko terjadi batu empedu (Sulistyoningsih,
2011).
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2.3.2 Metabolisme Hati Ibu Hamil

Fungsi hati selama kehamilan normal dapat dikatakan tidak memiliki
perubahan, karena pengaruh kenaikan kadar estrogen, spider naevi, dan eritema
palmaris dapat ditemukan kira-kira 60% pada wanita hamil normal, kebanyakan
pada wanita berkulit putih dan sedikit pada kulit berwarna dan menghilang dalam
waktu 4-6 minggu setelah melahirkan (Sherlock, 1981). Selama kehamilan kadar
bilirubin serum biasanya normal, kecuali pada sebagian kecil akan mengalami
peningkatan ringan, tetapi dengan kadar total kurang dari 2 mg%, hal ini mungkin
karena peningkatan metabolisme hemoglobin (Dotivas et al, 1983). Enzim
fosfatase alkali dalam serum kadarnya akan meningkat secara lambat sampai
bulan ke tujuh kehamilan dan akan naik lebih cepat serta mencapai puncaknya
pada bulan ke sembilan, tetapi kadarnya jarang melebihi dua kali batas atas
normal; peningktan ini disebabkan karena produksi sinsisiotrofoblast di plasenta.
Kadar enzim ini akan kembali normal normal setelah 2-8 minggu post partum
(Dotivas et al, 1983).

Kehamilan pada manusia diketahui dapat menyebabkan sejumlah
perubahan fisiologis yang dapat mengubah metabolisme obat dan racun, termasuk
perubahan yang meningkatkan penyerapan dan menurunkan kadar protein plasma
(Selevan, et. al., 2000). Kadar protein total dalam serum jarang turun sampai 6
mg%, perubahan ini disebabkan penurunan relatif kadar albumin serum akibat
peningkatan volume plasma (dilusi) selama kehamilan, globulin dalam serum
akan meningkat demikian juga fibrinogen. Dengan pemeriksaan elekroforesis,
tampak globulin dalam alfa dan beta meningkat, sedangkan globulin gama sedikit
menurun (Sherlock, 1981). Kolesterol total serum kadarnya meningkat sejak bulan
ke empat kehamilan, mencapai puncaknya sekitar 250 mg% pada bulan ke
delapan, tetapi jaran melebihi 400 mg% (4). Pada sebagian kecil wanita hamil
ekskresi bromsulphalein (BSP) dapat sedikit terganggu pada trimester Ketiga,
yang akan cepat normal kembali pada awal masa nifas (Sherlock, 1981).

Pemeriksaan biopsi hati pada wanita hamil yang normal tidak menunjukan
kelainan histologik, atau kadang-kadang hanya tampak perubahan minimal yang

tidak spesifik berupa perbedaan ukuran hepatosit, bertambah besarnya inti,
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infiltrasi ringan limfosit pada daerah portal serta peningkatan retikulum
endoplasmik. Aliran darah ke hati biasanya juga tidak mengalami perubahan yang
berarti (Sherlock, 1981).

2.4 Air Kelapa
2.4.1 Definisi

Kelapa (Cocos nucifera L) merupakan jenis tumbuhan dari suku aren-
arenan atau Arecaceae adalah anggota tunggal marga Cocos, dapat dilihat pada
Gambar 2.5. Kelapa dapat dimanfaatkan hampir semua bagiannya oleh manusia
sehingga dianggap sebagai tumbuhan serba guna dan zero waste. Terdapat dua
varietas yang memiliki perbedaan nyata yaitu varietas genjah dan varietas dalam
(Setyamidjaja, 1994). Adapun Klasifikasi toksonomi dari kelapa adalah sebagai
berikut:

Kingdom : Plantae

Sub Kingdom : Viridiplantae
Infra Kingdom : Streptophyta
Super Divisi : Embryophyta
Divisi : Tracheophyta
Sub Divisi : Spermatophyta
Kelas : Magnoliopsida
Super Ordo : Lilianae

Ordo : Arecales
Famili : Aracaceae
Genus : Cocos L
Spesies : Cocos nucifera L (Materi Pertanian, 2015)

Air kelapa merupakan cairan endosperma, dibentuk dalam jumlah sedikit
pada bulan ketiga perkembangan biji dan mencapai jumlah tertinggi pada bulan ke
delapan dan menurun setelah biji telah matang (Duerte et al., 2002). Gambar buah

kelapa dapat dilihat pada gambar 2.8.
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Gambar 2.8 Buah kelapa (Barlina, 2004)

2.3.2 Kandungan air kelapa

Air kelapa memiliki rasa yang manis dengan kandungan total gula 5,6%.
Selain adanya kandungan makro dan mikromineral air kelapa juga memiliki
kandungan vitamin dan protein meskipun dalam jumlah yang kecil. Kandungan
protein pada air kelapa muda hanya 0,1%, tetapi ARG(12,75%), ALA(2,41%),
CYS(1,17%), dan SER(0,91%) keempat jenis asam amino ini kandungannya
lebih tinggi dibandingkan pada protein pada susu sapi (Barlina, 2004). Dari 12
asam amino yang terdapat pada air kelapa, tujuh diantaranya adalah esensial,
antara lain: ARG, LEU, LYS, TYR, HIS, PHE, dan CYS. Nilai gizi pada air buah
kelapa, terutama mineral memiliki komposisi tertinggi pada umur 8 bulan dan

mineral K merupakan yang tertinggi. Berikut komposisi dari air kelapa dapat

dilihat pada gambar 2.9

Komposisi Jumlah Komposisi Jumlah
Kalori 17,4 kkal2 Kadar mineral: 1

1. Nitrogen (N) 432 mg/l
Kadar air 955 %2 2. Fosfor (P) 186 mg/l
Kadar lemak <01%2 3. Kalium (K) 7300 mg/l
Kadar protein 01%2 4. Kalsium (Ca) 994 mg/l
Kadar abu 04%2 5. Magnesium (Mg) 262 mg/l
Kadar karbohidrat 4,0%2 6. Chlorida (Cl) 1830 mg/l 2
Kadar gula total 56%" 7. Sulfur (S) 35.40 ppm
Kadar gula reduksi 54%" 8. Besi (Fe) 11.54 ppm

9. Mangan (Mn) 49 ppm
Jenis asam amino® : 10. Seng (Zn) 18 ppm
1. Glutamat (GLU) 14,50 % 11. Tembaga (Cu) 0.80 ppm
2. Arginin (ARG) 12,75%
3. Leusin (LEU) 4,18% Jenis vitamin? :
4. Lisin (LYS) 4,51% Vitamin C 2.2-3.4 mg/100 mi
5. Prolin (PRO) 4,12% Vitamin B Kompleks :
6. Aspartam (ASP) 3,60% 1. Asam nikotinat 64 ug/100 ml
7. Tirosin (TYR) 2,83% 2. Asam pantotenat 52 ug/100 mi
8. Alanin (ALA) 241% 3. Biotin 2ug/100 ml
9. Histidin (HIS) 2,05% 4. Vitamin B2 <0.01 ug/100 mi
10. Fenillalanin (PHE) 1,23% 5. Asam folat 0.3 ug/100 ml
11. Serin (SER) 0,91% 6. Vitamin B1 Sedikit
12. Sistein (CYS) 117% 7. Piridoksin Sedikit

Gambar 2.9 Kandungan air kelapa (Barlina, 2004)
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2.4.3 Antioksidan Air Kelapa

Air kelapa mengandung tanin yang merupakan enzim bioaktif zat
antiracun, air kelapa memiliki kemampuan menguraikan dan mengeluarkan racun
dari dalam tubuh. Tanin adalah senyawa aktif metabolit sekunder yang di ketahui
mempunyai beberapa khasiat antara lain sebagai astrigen, antidiare, antibakteri,
dan antioksidan. Tanin dibagi menjadi dua kelompok yaitu tanin terhidrolisis dan
tanin terkondensasi (Santcawati et al, 2016). Sifat astrigen pada tanin dapat
melapisi mukosa usus dan menciutkan selaput lendir usus, misalnya asam samak,
sebagai penyerap racun (antidotum) dan dapat menggumpalkan protein (Lestari,
2014). Dalam berbagai penelitian telah terbukti bahwa tanin dapat memetabolisme
beberapa senyawa ROS seperti NO, O2-, H202, dan HO (Ho et al., 1999;
Metodiewa et al., 1999; Goncalves et al., 2005).

2.4 Asam Folat
2.4.1 Definisi

Asam folat (folic acid, folate, folacin, vitamin B9, vitamin B, pteroyl-L-
glutamic acid, pteroyl-L-glutamate, pteroylmonoglutamic acid) merupakan salah
satu unsur penting dalam sintesis deoxyribo nucleic acid (DNA). Unsur ini
dibutuhkan sebagai koenzim dalam sintesis pirimidin. Kebutuhan akan asam folat
meningkat pada saat terjadi peningkatan pembentukan sel seperti pada kehamilan,
keganasan, dan bayi prematur (Tangkilisan dan Rumbajan, 2002). Asam folat
merupakan senyawa induk dari kumpulan senyawa yang umum disebut folat.
Molekul asam folat tersusun oleh tiga gugus antara lain pteridin, merupakan
cincin yang mengandung atom nitrogen, cincin Psoriasis Amino Benzoic Acid
(PABA) dan asam glutamat (McKenzie, 1996). Tubuh manusia tidak mampu
mensintesis struktur folat sehingga membutuhkan asupan dari makanan
(Hoffbrand dan Pettit, 1999). Makanan dengan kandungan asam folat seperti pada
gambar 2.10 yaitu sayuran hijau, buah-buahan kering, kacang-kacangan, roti,

sereal yang komposisinya merupakan produk biji-bijian (Settaluri et al., 2009)
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Gambar 2.10 Makanan yang mengandung asam folat (Settaluri et al., 2009)

2.4.2 Khasiat Asam Folat pada Hati

Fortifikasi makanan atau dapat disebut pengayaan adalah proses penambahan
mikronutrien (vitamin dan unsur renik spesial). fotifikasi asam folat sejak 1998
digunakan oleh Amerika Serikat untuk mencegah terjadinya neural tube defects
dan asosiasi potensial dengan penurunan risiko penyakit vaskular, dan kanker.
Begitu juga di negara-negara maju seperti Kanada dan Chile (Roncales et al.,
2004). Beberapa peneliti memeliki kekhawatiran karena data terakhir ditemukan
bahwa dosis tinggi asam folat memiliki dampak negatif pada organ-organ
metabolisnya. Roncales et al. (2004) melakukan penelitian menggunakan asam
folat untuk melihat efek pemberiannya terhadap tikus yang telah mengalami
proses penuaan pada hatinya dibandingkan dengan tikus kontrol. Hasilnya pada
tikus kontrol memiliki jumlah hepatosit yang lebih rendah 17% dibanding tikus
yang diberi asupan asam folat. Asam folat cenderung meningkatkan pembelahan
hepatosit dan memperbaiki morfologi hati. Penggunaan dosis asam folat yang
seimbang menjadi anjuran sebagai suplemen untuk berbagai penyakit khususnya
penyakit pada hati (Guan dan He, 2013).

2.6 Pengaruh Pemberian Air Kelapa Hijau dan Asam Folat Terhadap
Hepatotoksisitas Karbamat
2.6.1 Hepatotoksisitas Karbamat
Hati memainkan peran kunci dalam biotransformasi karbamat dan
ekskresinya, metabolisme atau hasil biotransformasi tidak selalu menghasilkan

senyawa yang berkurang pengaruh racunnya akibat hasil degradasi yang terjadi,
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rasio berbagai metabolit dan produk degradasi sangat bervariasi tergantung pada
beberapa faktor seperti, dosis, jenis dan interval, dan sensitivitas organisme
(Holovska et al., 2014). Karbamat, baik senyawa induk maupun senyawa hasil
metabolisme dari hati sama-sama memiliki efek penghambatan terhadap enzim
AchE (INCHEM, 1986).

Penghambatan AChE oleh karbamat menyebabkan efek racun pada hewan
dan manusia yang menghasilkan berbagai gejala keracunan dan akhirnya berujung
pada kegagalan pernafasan dan kematian. Paparan pada manusia terhadap
pestisida karbamat lebih sedikit berbahaya dari paparan pestisida organofosfat,
karena rasionya antara dosis yang dibutuhkan untuk menghasilkan kematian dan
dosis diperlukan untuk menghasilkan gejala keracunan minimum, pada umumnya,
jauh lebih besar untuk senyawa karbamat dibandingkan senyawa organofosfat
(Goldberg dkk., 1963; Vandekar, 1965; Vandekar et al., 1971).

Penghambatan AChE akan menyebabkan penumpukan asetilkolin maka
pembetukan NO menjadi tidak terkontrol, kemudian akan menyebabkan
kerusakan sel melalui beberapa cara, yaitu NO yang berlebih tidak seimbang
dengan antioksidan sehingga masih banyak NO dalam bentuk bebas, dan
cenderung berikatan dengan O2- membentuk ONOO- dan memiliki sifat senyawa
radikal yang sangat kuat yang dapat menimbulkan lipid peroksidasi. Selain dapat
membentuk ONOO-, NO juga dapat merusak sel melalui cara pengrusakan
mitokondria. Menurut Murphy (1999) NO dapat dengan mudah berdifusi kedalam
sel, yang akan berinteraksi dengan mitokondria dan meningkatkan permeabilitas
transisi membran dalam mitokondria (mPT). Meningkatnya permeabilitas
membran dalam mitokondria akan menimbulkan senyawa-senyawa Yyang
berukuran lebih besar dapat masuk ke dalam mitokondria sehingga menyebabkan
kerusakan dalam mitokondria (Mukhopadpay, 2009)

Pada penelitian sebelumnya pada karbamat jenis bendiocarb ditemukan
peningkatan jumlah peroksisom dapat disebut juga proliferasi peroksisom (PP).
(Gurvitz dan Rottensteiner, 2006). Peroksisom adalah organel yang sangat
dinamis. Tergantung pada tipe sel, jumlah peroksisom per sel dan juga bentuknya

sangat bervariasi (Singh, 1997). Bahan kimia tertentu mampu meningkatkan
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ukuran dan jumlah peroksisom dalam penelitian ini ialah metabolit karbamat,
dapat ditunjuk sebagai peroxisome proliferators (PPs). Pengaruh proliferatori
peroksisom meliputi sama seperti obat hipolipidemik, plasticizer, dan pelarut
organik yang digunakan dalam industri kimia, dan banyak senyawa beracun
polutan lingkungan. Hati adalah organ target banyak senyawa beracun termasuk
senyawa karbamat.

Peroksisom memiliki beberapa fungsi penting dalam metabolisme
perantara (Mannaerts dan Van-Velfhoven, 1993) yaitu metabolisme hidrogen
peroksida dan respirasi, metabolisme lipid, metabolisme kolesterol,
glukoneogenesis dan metabolisme obat-obatan dan xenobiotik. Metabolisme
terpenting salah satunya adalah metabolisme hidrogen peroksida (Dzhekova-
Stojkova, 2001).

Terdapat literatur yang menyebutkan proliferasi peroksisom dapat
menyebabkan hipertrofi dan hiperplasia hepatosit pada paparan pendek (Suga,
2004). Pada paparan lanjut akan terlihat tetesan lipid pada hepatosit yang merubah
bentuk inti (Ohsaki et al., 2009), yang dikelilingi mitokondria, tetesan lipid ini
juga menjadi indikator kerusakan sel reversibel (Contran et al, 1994). Dalam
proses detoksifikasi juga disertai dengan pembuatan radikal bebas dan berbagai
zat lain yang kadang sangat beracun, pada produk yang dirilis dari peroksidasi
lipid dapat menyebabkan kerusakan membran dan pelepasan ribosom (Contran et
al, 1994).

Pengamatan efek karbamat pada aktivitas antioksidan dalam hati hewan
coba sebelumnya, menunjukkan tidak ada perubahan dalam aktivitas katalase.
Namun ditemukan penurunan aktivitas glutathione peroxidase (GSH) secara
signifikan kemudian juga terdeteksi perubahan kandungan zat asam
thiobarbituric reaktif yang biasa menjadi indikator stres oksidatif yang
menunjukkan peningkatan signifikan produksi ROS (Sobekova et al, 2009). Hal
tersebut dapat menjadi kemungkinan kerusakan terhadap organ hati. Hipotesis
stres oksidatif didasarkan pada observasi bahwa pemberian kronis dari proliferator
peroksisom menghasilkan stres oksidatif berkelanjutan pada hepatosit hewan
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pengerat, karena ketidakseimbangan dalam produksi dan degradasi hidrogen
peroksida (Dzhekova-Stojkova, 2001).

Spesies oksigen radikal dan non-radikal yang terbentuk akibat reduksi
parsial dari oksigen, dapat terbentuk akibat proses endogen dan eksogen. ROS
endogen terbentuk dari proses relaksasi otot polos, sementara ROS eksogen
timbul akibat interaksi dengan senyawa xenobiotik, termasuk senyawa karbamat
(Zhao et al., 2015; Ray et al., 2012). Jika ROS diproduksi melebihi sistem
pertahanan antioksidan seluler maka akan terjadi stres oksidatif (Kemp et al.,
2008).

Hepatotoksisitas senyawa karbamat disebabkan oleh metabolitnya yang
bersifat radikal bebas, yang dapat menimbulkan destruksi struktur dan gangguan
fungsi membran sel, hingga kematian sel. Peroksidasi lipid akan terjadi akibat
radikal bebas yang berlebih, peroksidasi lipid merupakan proses terjadinya
degradasi lipid secara oksidatif. Peroksidasi lipid merupakan proses radikal bebas
mengikat elektron-elektron lipid pada membran sel yang berakibat langsung pada
kerusakan sel. Zat yang terlibat dalam proses peroksidasi lipid antara lain
fosfolipid, glikolipid, Poly Unsaturatted Fatty Acid (PUFA), kolesterol ester dan
kolesterol. Bahan yang sering berpengaruh dalam mekanisme oksidasi karena
mengandung banyak ikatan ganda diantara molekulnya ialah PUFA (Stipanuk dan
Caudil, 2000).

Peroksidasi lipid juga akan menghasilkan melondialdehide (MDA), MDA
ialah salah satu dari banyak spesies elektrofil reaktif yang menyebabkan stres
toksik pada sel. MDA merupakan salah satu produk final dari peroksidasi lipid.
Senyawa ini menjadi radikal yang sangat reaktif akibat degradasi radikal bebas
hidroksil (OH") terhadap Poly Unsaturated Fatty Acid (PUFA). Proses
terbentuknya MDA dapat dijelaskan sebagai berikut, radikal bebas oksigen (O;)
diproduksi melalui proses enzimatik dan non-enzimatik. Sel-sel tubuh yang dapat
membentuk radikal bebas oksigen dan H,O, adalah sel polimorfonuklir, monosit
dan makrofag (Sirait et al., 2016).

Radikal bebas yang terbentuk akan bereaksi dengan SOD dan ion Cu *
menjadi H,O,. Hidrogen peroksida (H,0O,) ini banyak diproduksi di mitokondria
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dan mikrosom dan yang penting H,O; ini dapat menembus membran sel. Sebagai
sistem pertahanan tubuh, H,O, oleh katalase dapat diubah menjadi H,O dan O;".
Dapat bereaksi dengan berbagai senyawa dapat dikatakan bahwa Hidrogen
peroksida ini merupakan oksidan yang kuat. Hal yang dapat terjadi juga yaitu
H.0, oleh enzim glutation peroxidase diubah menjadi H,O. Pada stres oksidatif
terbentuk radikal bebas oksigen dan H,O, yang berlebih, yang menyebabkan
antioksidan alami sebagai sistem proteksi tubuh seperti enzim katalase dan
glutation peroxidase tidak mampu menetralkan semua radikal bebas oksigen yang
terbentuk (Sirait et al., 2016).

Kemudian, jika H,O, bereaksi dengan dengan Fe** dan Cu®*" maka akan
terbentuk radikal bebas hidroksil melalui reaksi Fenton dan Haber-Weiss. Radikal
hidroksil (OH") merupakan spesies yang sangat reaktif terutama ketika bertemu
dengan asam lemak tak jenuh fosfolipid, glikolipid, yang terdapat dalam membran
sel. Asam lemak tak jenuh ini memiliki kepekaan yang tinggi terhadap radikal
hidroksil. Kemampuan OH" ini dapat membentuk reaksi rantai dengan satu atom
hidrogen dari membran sel dan terbentuklah peroksidasi lipid. Kelanjutan dari
reaksi ini ialah terputusnya rantai asam lemah menjadi senyawa aldehid yang
memiliki daya perusak yang tinggi terhadap sel-sel tubuh antara lain,
malondialdehid, 4-hidroksinenal, etana dan pentana. Demikian pula dengan DNA
dan protein juga mengalami kerusakan yang seringkali cukup hebat (Sirait et al.,
2016).

2.6.2 Hepatoksisitas Karbamat pada Ibu hamil

Hati memiliki beberapa fungsi dalam tubuh manusia, salah satunya ialah
fungsi sebagai organ detoksifikasi. Ketika masa kehamilan fungsi detoksifikasi
hati mengalami gangguan. Dalam penelitian yang dilakukan oleh Tracy et al.
(2005). diketahui bahwa terdapat perubahan sementara dalam aktivitas
detoksifikasi yang diperantarai oleh beberapa famili turunan sitokrom P450, salah
satunya ialah terjadinya penurunan kadar Sitokrom CYP1A2 secara signifikan
pada semua periode kehamilan dibandingkan dengan periode post partum. Fungsi
CYP1A2 adalah memetabolisme xenobiotik dalam tubuh (Nelson et al., 2003).
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Dengan menurunnya CYP1A2 akan menyebabkan menurunnya aktivitas
dektoksifikasi, maka karbamat sebagai zat xenobiotik yang menyebabkan
peningkatan radikal bebas akan memeiliki potensi lebih besar untuk merusak

jaringan hati.

2.6.3 Pengaruh Pemberian Air Kelapa dan Asam Folat terhadap Hepatotoksisitas
Karbamat pada Ibu Hamil

Setelah dijelaskan mengenai efek hepatotoksisitas karbamat dapat diamati
bahwa senyawa metabolit karbamat dapat menyebabkan kerusakan sel pada hati
dari akut hingga kronik (Holovska et al., 2014) dan efek detoksifikasi pada
periode kehamilan yang menurunkan CYP1A2 (Tracy et al., 2005) yang
keduanya pada akhirnya akan menyebabkan peningkatan radikal bebas dalam
tubuh, terutama selama periode kehamilan. Maka diperlukan solusi untuk
mengurangi atau mencegah efek toksik dari paparan karbamat selama kehamilan
tersebut. Air kelapa memiliki kandungan senyawa fenol atau senyawa enzim
biotik yang dapat menjadi antioksidan bagi tubuh yang dapat melawan berbagai
ROS dalam tubuh, yaitu tanin. Sifat astrigen pada tanin dapat melapisi mukosa
usus dan menciutkan selaput lendir usus, sebagai penyerap racun (antidotum)
(Lestari, 2014). Asam folat merupakan suplemen atau fortifikasi yang sering
digunakan di negara-negara maju. Asam folat biasa digunakan sebagai penambah
nutrisi bagi penderita hepatitis. Asam folat juga penting perannya dalam fungsi
pembelahan sel, replikasi DNA, dan juga metilasi (Marsillach, 2007). Air kelapa
dan asam folat keduanya memiliki potensi sebagai nutrisi untuk mencegah

terjadinya hepatoksisitas lebih lanjut oleh paparan karbamat.
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2.7 Kerangka Konsep

Karbamat

L =

CYP1A2 ACh Acetyl + Cholin
Air kelapa Proliferasi peroksisom
i \
Tanin : Ketidakseimbangan
4| Radikal bebas produksi dan
degradasi H,0,
Antioksidan
Stres oksidatif
Asam folat
Peroksidasi lipid > MDA

Perbaikan sel . =
I Kerusakan sel hati

Keterangan:
—> :Memicu

: Menghambat

Gambar 2.11 Kerangka konsep

Karbamat merupakan pestisida yang senyawa induk dan metabolitnya
menjadi bahan toksik di hati dan menjadi penyebab reaksi stres oksidatif dalam
tubuh. Adanya senyawa karbamat pada hati akan meningkatkan terbentuknya
radikal bebas dalam tubuh, senyawa karbamat menginduksi proliferasi
peroksisom, PP akan memetabolit berbagai zat termasuk xenobiotik, pada kasus
paparan senyawa karbamat akan menyebabkan peningkatan radikal bebas tidak
diimbangi kemampuan antioksidan alami seperti SOD, GSH, serta
katalase.Paparan karbamat selama periode kehamilan juga menurunkan CYP1A2
juga akan menyebabkan peningkatan radikal bebas. Radikal bebas akan

menginduksi terjadinya peroksidasi lipid, proses radikal bebas dalam mencari
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pasangan pada peroksidasi lipid akan menyebabkan kerusakan membran sel,
bersamaan dengannya akan mendegredasi PUFA dan akan menghasilkan radikal
bebas yang lain serta MDA, yang akan terus memicu rantai kerusakan pada sel-sel
hati.

Tanin yang ada di dalam air kelapa hijau merupakan antioksidan yang dapat
menurunkan jumlah radikal bebas dalam hati, dalam berbagai penelitian telah
terbukti bahwa tanin dapat memetabolisme berbagai senyawa ROS, kemudian
juga dapat mencegah penyarapan racun menuju hati, kemampuan astrigent pada
tanin dapat melapisi mukosa usus dan menciutkan selaput lendir usus, sebagai
penyerap racun (antidotum). Asam folat merupakan nutrisi yang sangat penting
untuk berbagai fungsi tubuh mulai dari replikasi DNA, perbaikan, dan metilasi.
Vitamin ini memiliki peran penting terutama pada periode pembelahan dan
pertumbuhan sel. Dengan antioksidan dari air kelapa dan fungsi dari asam folat
dapat mencegah kerusakan sel hepar.

2.8 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang disajikan, hipotesis penelitian ini
adalah pemberian air kelapa (Cocos nucifera L) dan asam folat dapat mencegah
kerusakan hati tikus wistar betina hamil yang diinduksi karbamat dilihat dari

gambaran histopatologi hati.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental sebenarnya (true
experimental laboratories) yang menggunakan rancangan penelitian post test only
control grup design.

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah post test only control group
design. Pengukuran atau pengamatan dilakukan setelah dilakukan intervensi pada
kelompok perlakuan maupun kelompok kontrol. Hasil penelitian dibandingkan
antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Secara sistematis rancangan

penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.

— | DP;

| P, | —— | DP,

| P |——» | DP;

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian

Keterangan :

S: Sampel

A: Adaptasi hewan coba selama 7 hari dan mengawinkan selama 7 hari
R: Randomisasi

K: Kelompok kontrol yang diberikan akuades

P1: Kelompok yang diberikan karbamat

P2: Kelompok yang diberikan karbamat dan air kelapa
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P3: Kelompok yang diberikan karbamat dan asam folat
DK: Data hasil K

DP1: Data hasil P1

DP2: Data hasil P2

DP3: Data hasil P3

3.3 Sampel Penelitian
Sampel pada penelitian ini adalah tikus wistar betina (Rattus novergicus)
dengan kriteria inklusi memiliki berat badan 150-250 gram, usia + 3 bulan, dan
hamil. Sementara untuk kriteria eksklusi meliputi menunjukkan perilaku tidak
normal (tampak lemah, tidak lincah atau terlihat sakit, tidak mau makan dan
minum) dan mati dalam masa kehamilan. Pemilihan sampel menggunakan teknik
simple random sampling (sampel sederhana), kemudian dibagi menjadi 4
kelompok besar, besar sampel tiap kelompok dihitung menggunakan rumus
Frederer, yaitu (t-1) (n-1)>15.
Jikat=4, maka(4-1)(n-1)>15
3n-3>15
3n>18
n>6
Keterangan:
t : jumlah perlakuan,

n : jumlah sampel.

Berdasarkan hasil perhitungan rumus di atas didapatkan n > 6, artinya
jumlah sampel tiap kelompok perlakuan minimal 6 ekor tikus wistar, sehingga
dalam penelitian ini jumlah sampel keseluruhan yang digunakan adalah 24 ekor

tikus wistar dalam 4 kelompok.

Untuk mengantisipasi hilangnya unit eksperimen maka dilakukan koreksi
dengan:
N = n/(1-f)
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Keterangan:
N = Besar sampel koreksi
n = Besar sampel awal

f = Perkiraan proporsi drop out sebesar 10%

Sehingga,
N = n/(1-f)
N = 6/(1-10%)
N =6/(1-0,1)
N =6/0,9
N = 6,66
N=7

Jadi, sampel yang digunakan tiap kelompok percobaan sebanyak 7 ekor.
Oleh karena itu, penelitian kali ini menggunakan 28 ekor tikus yang dibagi ke
dalam 4 kelompok. Kelompok pertama adalah kelompok kontrol normal.
Kelompok yang kedua adalah kelompok kontrol negatif. Kelompok yang ketiga

dan keempat adalah kelompok perlakuan.

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di empat tempat, yaitu di Laboratorium Fisiologi
dan Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember, untuk pemeliharaan
dan tindakan perlakuan pada tikus, Laboratorium Patologi Anatomi RSD. Dr.
Soebandi Jember untuk pembuatan preparat histologi organ hati, dan
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk
pengamatan gambaran histopatologi. Waktu pelaksanaan penelitian adalah 2

bulan, yaitu pada bulan Januari-Februari 2018.

3.5 Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian air kelapa dan asam
folat pada tikus wistar betina (Rattus norvegicus) selama masa kehamilan yang

telah diinduksi pestisida golongan karbamat.
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3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah gambaran histopatologi hati

tikus Rattus norvegicus.

3.5.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini antara lain:

a.  Usia hewan coba

b.  Jenis kelamin tikus

c.  Berat badan tikus

d.  Pemeliharaan dan perlakuan tikus
e.  Waktu dan lama perlakuan tikus

f. Dosis dan frekuensi pemberian karbamat

3.6 Definisi Operasional
3.6.1 Karbamat

Karbamat merupakan insektisida yang biasa digunakan untuk membunuh
hama serangga. Jenis karbamat yang digunakan adalah fenobucarb/ BPMC/ Butyl
Phenyl-n-Methyl Carbamate, merek Dharmabas™ dibeli di toko pertanian kota
Jember. Dosis karbamat yang digunakan dalam penelitian ini 10 mg/kgBB yang
diberikan sekali sehari selama 14 hari secara peroral (force feeding) dengan teknik
sonde (Barfield dan Burlinson, 2015).

3.6.2 Air kelapa

Air kelapa adalah cairan endosperma dari buah kelapa (Cocos nucifera L.),
varietas yang digunakan adalah varietas genjah atau juga disebut varietas viridis
(kelapa hijau), didapatkan dari penjual yang buahnya berasal dari Panti Kabupaten
Jember. Air kelapa menjadi asupan minum bagi kelompok perlakuan 2 pestisida
karbamat, disesuaikan dengan rata-rata kebutuhan minum tikus perhari yaitu 15-
30 ml/hari (Smith dan Mangkoewidjojoe, 1988), diberikan dengan cara ad libitum

setiap hari selama 14 hari.
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3.6.3 Asam Folat

Asam folat merupakan suplemen vitamin yang dapat meningkatkan
regenerasi jaringan. Dalam penelitian ini menggunakan asam folat sedian 400 mg
yang kemudian diencerkan menggunakan 50 ml akuades, dosis yang diberikan
merupakan konversi dari manusia ke tikus, pemberian sesuai berat badan tikus
diberikan sekali sehari selama 14 hari secara peroral (force feeding) dengan teknik

sonde.

3.6.4 Gambaran Histopatologi Hati

Gambaran histopatologi hati adalah gambaran perubahan histopatologi
dari hati yang dalam penelitian ini menggunakan hati tikus wistar betina hamil.
Kerusakan sel yang diamati ialah adanya degenerasi lemak (vakuolisasi) dan
nekrosis yang dipulas oleh pewarnaan Hematoksilin-Eosin dan diamati di bawah
mikroskop menggunakan skoring penilaian Manja Roenigk masing-masing pada 5
lapang pandang mikroskopik dengan perbesaran 400 kali. Pemeriksaan dilakukan

di Laboratorium Patologi Anatomi Universitas Jember.

3.6.5 Tikus Hamil

Diagnosis pasti tikus hamil dalam penelitian ini didapatkan dengan metode
palpasi pada daerah perut tikus. Dinyatakan positif jika teraba adanya massa atau
benjolan, metode palpasi ini dapat mendeteksi kehamilan pada janin rata-rata telah
berusia 7 hari atau sudah melewati trimester 1. Tikus hamil didapatkan setelah

dilakukan perkawinan bersama jantan dengan teknik Rolling selama 7 hari.

3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah:
a. Alat untuk pemeliharaan tikus adalah bak plastik, penutup kawat,
tempat makan, botol minum, dan label.
b. Alat untuk pemberian karbamat adalah beaker glass, pengaduk, spuit

sonde, dan handscoon.
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c. Alat untuk pemberian air kelapa hijau adalah botol minum.

d. Alat untuk pemberian asam folat adalah beaker glass, pengaduk,
spuit sonde, dan hanscoon.

c. Alat untuk mengambil hati tikus adalah papan fiksasi, scalpel, pisau

bedah, dan handscoon.

3.7.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah:

a. Bahan untuk pemeliharaan tikus adalah makanan pellet, air, dan
sekam.

b. Bahan untuk perlakuan kelompok dua adalah karbamat dan akuades

c. Bahan untuk perlakuan kelompok tiga adalah karbamat dan air kelapa .

d. Bahan untuk perlakuan kelompok empat adalah karbamat dan asam
folat

e. Bahan untuk membuat sediaan histopatologi hati adalah Buffer Neutral
Formalin 10% (BNF), Parafin, dan Hematoksilin Eosin

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Uji Kelayakan Etik

Subjek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus yang dalam
pelaksanaannya harus mendapat sertifikat kelayakan etik, sehingga perlu diajukan
ke Komisi Etik Kedokteran. Prosedur ini dilakukan bertujuan untuk menjamin
pemilihan, perawatan, perlakuan, pengorbanan, dan pemusnahan hewan coba
tetap mengacu pada buku pedoman etik penelitian kesehatan (penggunaan hewan

coba dengan prinsip 3R: Replacement, Reduce, Refinement)

3.8.2 Perawatan dan Perlakuan Hewan Coba

Penelitian dimulai dengan lebih dulu mengadaptasikan dan mengawinkan
tikus selama 14 hari (7 hari adaptasi dan 7 hari mengawinkan) di Laboratorium
Fisiologi dan Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Makanan

pelet dan minuman yang diberikan secara ad libitum pada semua kandang.
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Pemeliharaan dan perlakuan hewan coba di masing-masing kelompok
menggunakan sebuah kandang berukuran 45 x 30 x 20 cm dan beralaskan sekam
kering. Kemudian diberikan makanan pellet dan minuman berupa akuades secara
ad libitum pada semua kandang. Jumlah hewan coba adalah 28 ekor tikus Rattus
norvegicus dibagi menjadi 4 kelompok secara randomisasi dengan kriteria tikus
Rattus norvegicus betina, sehat, dan usia +3 bulan. Ditentukan usia £3 bulan
karena pada usia tersebut hewan coba telah matur. Hewan coba yang digunakan
dalam penelitian ini adalah tikus betina. Berat badan hewan coba yang digunakan
dalam penelitian ini adalah 150-250 gram karena merupakan berat badan ideal.
Untuk perkawinan digunakan sistem rolling pejantan selama 7 hari. Perlakuan
hewan coba dilakukan selama 21 hari yang terdiri dari 14 hari pemberian
karbamat dan sebelumnya telah dilakukan adaptasi selama 7 hari.

Jumlah kelompok pada penelitian ini adalah 4 kelompok dengan masing-
masing kelompok terdiri dari 7 tikus. Pembagian kelompok tikus dapat dilihat
pada Tabel 3.2.

Tabel 3.2 Pembagian kelompok perlakuan

Nama Kelompok Perlakuan yang Diberikan
Kelompok K Pemberian akuades per oral setiap hari selama 14 hari
Kelompok Py Pemberian karbamat 10 mg/kgBB per oral setiap hari
selama 14 hari
Kelompok P, Pemberian karbamat 10 mg/kg BB per oral setiap
selama 14 hari, diberikan air kelapa
Kelompok P3 Pemberian karbamat 10 mg/kgBB per oral setiap hari

selama 14 hari, dan diberikan asam folat

3.8.3 Pemeriksaan Histopatologi Hati
Pembuatan dan pewarnaan histopatologi hati tikus dilakukan dengan cara
sebagai berikut:
a. Tikus dianestesi terlebih dahulu menggunakan eter.
b. Kemudian dilakukan laparatomi untuk mengambil hati.
c. Pemeriksaan histopatologi organ hati dilakukan untuk melihat adanya tanda-
tanda degenerasi dan nekrosis dengan menggunakan metode Parafin dan

menggunakan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE). Jaringan hati diambil,
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kemudian segera difiksasi dalam larutan Buffer Neutral Formalin 10% (BNF).
Dibuat sediaan dengan metode parafin, lalu jaringan dipotong dengan
mikrotom setebal 3 sampai 5 mikron, kemudian dilakukan pengecatan dengan
HE yang akan menyebabkan inti berwarna kebiruan dan sitoplasma berwarna
merah.  Selanjutnya dilakukan  pemeriksaan histopatologis  dengan
menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 kali pada 5 lapangan

pandang untuk setiap sediaan (Swarayana et al., 2012).

3.8.4 Pengamatan Preparat Histopatologi Hati Tikus

Pengamatan awal gambaran hati tikus dilihat secara umum yang meliputi
ada atau tidak respons dari sel inflamatori, sitoplasma keruh, granula meningkat,
pembengkakan sel (blebbing), vakuola lemak pada sitoplasma (microvesicular
atau macrovesicular), inti sel terdesak ke tepi, ada atau tidak tanda kematian sel
yaitu nekrosis (inti piknotik (memadat), fragmentasi inti sel serta hilangnya inti),
dan/ tanda apoptosis pada zona 1, 2, 3, dan sistem asinus.

Pengamatan preparat dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran Universitas Jember dengan menggunakan mikroskop cahaya.
Pengamatan dilakukan berdasarkan klasifikasi Manja Roenigk yang merupakan
kriteria penilaian perubahan histopatologi hati. Peneliti menggunakan klasifikasi
ini, bertujuan untuk dapat menentukan tingkat keparahan yang ditimbulkan.
Preparat histopatologi hati dari tikus yang telah diberi perlakuan akan diamati di
bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x dengan metode zig zag untuk
memperhatikan seluruh lapang pandang dalam satu preparat. Peneliti
menggunakan sistem double blind dan pengamatan dilakukan minimal oleh 2
orang. Setelah mengamati perubahan tersebut, peneliti dapat menentukan tingkat
kerusakan dari setiap kelompok. Berikut merupakan klasifikasi penilaian yang

digunakan dalam penelitian.
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Tabel 3.3 Klasifikasi penilaian yang digunakan dalam penelitian

No Tingkat Kerusakan Skor
1 Normal 1
2 Degenerasi Parenkimatosa 2
3 Degenerasi Hidropik 3
4 Nekrosis 4

Sumber: Tamad et al ., 2011; Berendz et al, 2007

Penilaian dengan menggunakan Klasifikasi Manja Roenigk memiliki
ketentuan-ketentuan yakni preparat dilihat di bawah mikroskop cahaya dengan
pembesaran 400 x dalam 5 lapangan pandang. Setiap lapang pandang dihitung 20
sel hepatosit dan dinilai kerusakannya tiap sel. Kemudian dihitung rata-rata bobot

skor tingkat kerusakan hepatosit dari lima lapangan pandang (Arifuddin et.al, 2016).

3.9 Analisis Data

Setelah penelitian, data yang didapat kemudian dianalisis secara
komputerisasi dan dibantu dengan perangkat lunak berupa program statistik. Data
yang diperoleh diolah dengan program computer SPSS 18.0 for Windows. Uji
statistik penelitian ini menggunakan uji komparasi. Sebelum dilakukan uji
tersebut, dilakukan uji normalitas data dengan menggunakan uji Shapiro Wilk
karena jumlah sampel < 50 dan uji Lavene untuk mengetahui homogenitas.
Apabila data yang didapatkan terdistribusi normal dan homogen, maka
dilanjutkan dengan uji One Way Annova (p < 0,05). Apabila data yang didapatkan
terdistribusi tidak normal dan tidak homogen, maka dilanjutkan dengan uji
Kruskal-Wallis (p>0,05). Jika hasilnya signifikan (p < 0,05) dilanjutkan dengan
Post Hoc.
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3.10 Alur Penelitian

H1-7 Adaptasi tikus
H8 Randomisasi 28 ekor tikus
I
H 8-15 Hewan dikawinkan dengan Sistem Rolling 7 hari
|
Positif Hamil
|
| | | |
K P1 P2 P3
H 15-29 Akuades Karbamat 10 Karbamat 10 Ké}:(bamat Ol|0
. mg/kg BB dan
(14 hari) MaRO S8 ev’=i asam fola
Pembedahan dan pengambilan hati
H 29-60 Pemeriksaan histopatologi hati

Analisis statistik

Gambar 3.2 Skema perlakuan terhadap hewan coba
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan di atas kesimpulan dalam penelitian ini

ialah sebagai berikut.

1. Induksi karbamat secara oral pada tikus wistar betina hamil terbukti
menyebabkan kerusakan pada sel hati.

2. Pemberian air kelapa (Cocos nucifera L.) pada tikus wistar betina hamil
yang diinduksi karbamat terbukti tidak dapat mencegah kerusakan pada sel
hati.

3. Pemberian asam folat pada tikus wistar betina hamil yang diinduksi
karbamat terbukti dapat mencegah kerusakan sel hati.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan oleh peniliti ialah sebagai berikut:

1. Perlu adanya penelitian dengan durasi yang lebih lama mengenai efek

hepatoprotektor air kelapa (Cocos nucifera L.) dan asam folat terhadap hati

tikus yang diinduksi karbamat.

. Perlu adanya penelitian mengenai pemanfaatan potensi proteksi asam folat

terhadap organ hati dengan induksi jenis pestisida dengan mekanisme

kerja yang berbeda dari penelitian ini.
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LAMPIRAN

3.1. Tabel dosis karbamat dan Asam Folat

Nomor Berat badan Dosis karbamat Dosis Asam folat

Kelompok perlakuan C)) 10 mg/kgBB  yang disondekan

P2 1 170 g 1,7mg -
2 159 g 1,59 mg .
3 164 g 1,64 mg .
4 152 g 1,52 mg i}
5 180 g 1,8 mg .
6 161 g 1,61 mg .

P3 1 153 g 1,53 mg _
2 158 g 1,58 mg 3
3 153 g 1,53 mg 3
4 160 g 1,6 mg 3
5 172 g 1,72 mg )
6 164 g 1,64 mg -

P4 1 160 g 1,6 mg 0,144 mg
2 186 g 1,86 mg 0,167 mg
3 162 g 1,62 mg 0,145 mg
4 175¢ 1,75 mg 0,157 mg
5 180 g 1,8 mg 0,162 mg
6 157 g 1,57 mg 0,141 mg

Lampiran 3.2. Tabel Perhitungan Dosis Konversi Berbagai Jenis Hewan

Mencit Tikus Marmut Kelinci Kucing Kera Anjing Manusia
20 g 200g 400g¢ 15kg 2kg 4kg 12kg 70Kkg

Mencit 1,0 7,0 1325 278 29,7 64,1 1242 3979
209

Tikus 0,14 1,0 1,74 3,9 4,2 92 178 56,0
200 g

Marmut 0,08 057 1,0 225 24 52 10,2 315
400 g
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Kelinci 0,04 0,25 0,44 1,0 1,08 24 45 14,2
1,5kg

Kucing 0,03 0,23 041 0,92 1,0 22 41 13,0
2 kg

Kera 0,016 0,12 0,19 0,42 0,45 10 19 6,1
4 kg

Anjing 0,008 0,06 0,1 0,22 0,24 052 1,0 3,1
12 kg

Manusia 0,0026 0,018 0,031 0,07 0,076 0,16 0,32 1,0

70 kg

(Laurence and Bacharach, 1964, Evaluation of Drug Activities Pharmacometrics,
cit: Ngatidjan, 1990, Metode Laboratorium dalam Toksikologi, reviewer: Hakim,
L., Pusat Antar Universitas Bioteknologi Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta)
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4.1. Skoring Histopatologi Hati Tikus

66

Orang ke-1
Normal Deg. Deg. Nekrosis Rata-

Kelompok Parenkim Hidropis ¥ | Skor | rata

z Skor | ¥ | Skor % Skor | ¥ | Skor
P1 1 99 99 1 ]2 0 0 0 |0 100 | 101 1,01
P1 2 100 | 100 0 |0 0 0 0 |0 100 | 100 1
P1 3 96 96 4 |8 0 0 0 |0 100 | 104 1,04
P1 4 97 97 3 |6 0 0 0 |0 100 | 103 1,03
P1 5 96 96 4 |8 0 0 0 |0 100 | 104 1,04
P1 6 96 96 4 |8 0 0 0 |0 100 | 104 1,04
P2 1 6 6 58 | 116 8 24 26 | 104 100 | 250 2,5
P2 2 24 24 41 | 82 22 66 17 | 68 100 | 240 2,4
P2 3 15 15 15 | 30 21 63 49 | 196 100 | 304 3,04
P2 4 0 0 3 |6 82 246 14 | 56 100 | 308 3,08
P2 5 3 3 33 | 66 57 171 12 | 48 100 | 288 2,88
P2 6 12 12 26 | 52 36 108 26 | 104 100 | 276 2,76
P3 1 23 23 33 | 66 1 3 34 | 136 100 | 238 2,38
P3 2 6 6 9 |18 71 213 14 | 56 100 | 293 2,93
P3 3 14 14 24 | 48 46 138 16 | 64 100 | 264 2,64
P3 4 16 16 26 | 42 42 126 16 | 64 100 | 258 2,58
P3 5 14 14 16 | 32 60 180 10 | 40 100 | 266 2,66
P3 6 3 3 16 | 32 64 192 21 | 84 100 | 311 3,11
P4 1 22 22 44 | 88 24 72 13 | 52 100 | 235 2,35
P4 2 19 19 42 | 84 23 69 16 | 64 100 | 236 2,36
P4 3 13 13 18 | 36 54 162 13 | 52 100 | 263 2,63
P4 4 26 26 41 | 82 16 48 17 | 68 100 | 224 2,24
P4 5 14 14 38 | 76 17 51 31| 124 100 | 265 2,65
P4 6 17 17 38 | 76 30 90 20 | 60 100 | 243 2,43
Orang ke-2

Normal Deg. Deg. Nekrosis Rata-

Kelompok Parenkim Hidropis i Skor | rata

»2 Skor | ¥ | Skor % Skor | ¥ | Skor
P1 1 100 | 100 0 |0 0 0 0 |0 100 | 100 1
P1 2 99 99 1 |2 0 0 0 |0 100 | 101 1,01
P1 3 92 92 8 |16 0 0 0 |0 100 | 108 1,08
P1 4 99 99 1 |2 0 0 0 |0 100 | 101 1,01
P1 5 93 93 4 |8 0 0 0 |0 100 | 101 1,01
P1 6 99 99 1 |2 0 0 0 |0 100 | 101 1.01
P2 1 0 0 26 | 52 41 123 28 | 116 100 | 291 2,91
P2 2 18 18 44 | 88 33 99 5 |20 100 | 225 2,25
P2 3 17 17 25 | 50 35 105 23 | 92 100 | 264 2,64
P2 4 0 0 0 |0 99 198 34 | 136 100 | 334 3,34
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P2 |5 |8 8 17 | 34 65 |195 |10 |40 100 | 277 | 2,77
P2 |6 |1 1 21 | 42 50 | 177 [23 |92 100 | 313 | 3,13
P3 |1 |4 4 22 | 44 44 132 [30[120 |100 [300 |3
P3 |2 O 0 0 |0 73 [219 |26 |108 |100 |327 |3,27
P3 |3 |3 3 13 | 26 59 | 177 [25]100 |100 | 306 | 3,06
P3 |4 |10 |10 11 | 22 53 | 159 [26|104 |100 | 295 |2095
P3 |5 |7 7 17 | 34 60 |180 |16 |64 100 | 285 | 285
P3 |6 |0 0 6 |12 59 | 177 [35]140 |[100 |329 |3,29
P4 |1 |1 1 27 | 54 46 | 138 |24 | 96 100 | 289 | 2,89
P4 |2 |8 8 52 104 |37 |111 |10 40 100 | 263 | 2,63
P4 |3 O 0 8 |16 66 |198 |34 /104 |100 |318 | 3,18
PA |4 |17 |17 42 | 84 32 |96 4 |16 100 | 213 | 213
P4 |5 |4 4 19 | 38 49 | 147 |28 |112 |100 |301 |3,01
P4 |6 |11 |11 27 | 54 43 | 129 [19 |76 100 | 270 | 2,70
Pengamatan histopatologi hati tikus di bawah pengawasan dosen ahli
Mengetahui Dosen Ahli

dr. Rena Normasari, M. Biomed

4.2 Analisis Data Statistik

Uji normalitas

Tests of Normalit
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic df Sig.

KelompokA .300 6 .097 .844 6 .140

KelompokDK 221 6 .200° .900 6 371

KelompokKD 249 6 .200° .867 6 213

KelompokKA 175 6 200" .954 6 774

*, This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction
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Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

skor

Levene Statistic

dfl

df2 Sig.

3.106

20 .050

Test of Homogeneity of Variances

(transformation)

68

Levene Statistic dfl df2 Sig.
2.220 20 117
Uji One Way Anova
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .854 3 .285 300.659 .000
Within Groups .019 20 .001
Total .873 23
Uji Post Hoc
Multiple Comparisons
Dependent Variable: TRANSHISTO
LSD
95% Confidence Interval
Mean Difference Upper
() PERLAKUAN | (J) PERLAKUAN (I-9) Std. Error Sig. Lower Bound Bound
Aquades Karbamat -.44659 .01776 .000 -.4836 -.4095
Karbamat-Degan -.45054 .01776 .000 -.4876 -.4135
Karbamat-B9 -.40319 .01776 .000 -.4402 -.3661
Karbamat Aquades 44659 .01776 .000 .4095 .4836
Karbamat-Degan -.00394 .01776 .826 -.0410 .0331
Karbamat-B9 .04340° .01776 .024 .0064 .0805
Karbamat-Degan | Aquades 45054 .01776 .000 4135 4876
Karbamat .00394 .01776 .826 -.0331 .0410
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Karbamat-B9 04735 .01776 .015 .0103 .0844
Karbamat-B9 Aquades 40319 .01776 .000 .3661 4402
Karbamat -.04340° .01776 .024 -.0805 -.0064
Karbamat-Degan -.04735 .01776 .015 -.0844 -.0103

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

4.2 Dokumentasi Penelitian

Perawatan hewan coba

.

Pestisida karbamat yang digunakan
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Perlakuan pada hewan coba ( Sonde akuades, karbamat, dan asam folat)

Pengambilan sampel organ hati dan fiksasi

70
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Pengamatan preparat histopatologi hati
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