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[The Effectiveness of Carbon Tetracloride (CCl,) Dosage On Rats As Animal Model Liver
Fibrosis]
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ABSTRACT
Liver damage can produce fibrosis condition both acute and chronic. Development of liver fibrosis in animal models is valuable information
in order to gain new entities for treatment. The aim of this study is to get an optimal condition of CCl, induction for achieving animal
models of liver fibrosis. CCly diluted in coconut oil was administrated orally for 6 consecutive weeks. Total 25 male rats were divided into 5
treatment groups, namely, P1 was a normal group (without CCly). P2 (CCly 40%), 1 ml/kg bw 3 times a week. P3 (CCly 40%), 0.5 ml/kg bw
3 times a week, P4 (CCl; 10%) 1 ml/kg bw 3 times a week, and P5 (CCly 10%) 1 ml/kg bw twice a week. The analyzed parameters were the
activity of liver enzymes, macro and microscopic liver damage, and the percentage of rat deaths. The results of this study indicated an
increase in liver enzymes in all treatments which was higher than P1 (P<0.05). Analysis of liver histopathology exhibeted the same result.
However, if viewed the percentage of rat deaths, PS5 demonstrated the lowest compared to all treatment groups. It could be concluded that
the administration of CCly (10%) was able to create an animal model of liver fibrosis optimally.

Key words: animal model, liver fibrosis, liver enzymes, rat, CCly

ABSTRAK

Kerusakan hati secara akut maupun kronis dapat berdampak pada fibrosis hati. Pembuatan hewan model fibrosis hati yang tepat bermanfaat
untuk pencarian bahan obat fibrosis hati. Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan kondisi optimal hewan model fibrosis hati dengan
induksi CCly. CCly diberikan secara peroral selama 6 minggu. Sebanyak 25 ekor tikus jantan dibagi lima kelompok perlakuan, yaitu P1
sebagai kelompok normal mendapat minyak kelapa 1 ml/kg BB, P2 mendapat CCl, (40%) 1 ml/’kg BB 3 kali seminggu, P3 mendapat CCly
(40%) 0,5 ml/kg BB 3 kali seminggu, P4 mendapat CCl, (10%) 1 ml’kg BB 3 kali seminggu, dan P5 mendapat CCl, (10%) 1 ml/kg BB 2
kali seminggu. Parameter yang dianalisis meliputi aktivitas enzim hati (ALAT, ASAT, dan ALP), gambaran makro dan mikroskopis
anatomi hati, serta persentase kematian tikus. Hasil penelitian menunjukkan semua kelompok perlakuan memiliki aktivitas enzim hati
meningkat secara berarti (P<0.05) dibanding kontrol (P1), demikian juga dengan gambaran histopatologi hati. Namun jika dilihat persentase
tingkat kematian, PS5 memiliki persentase kematian lebih rendah (20%) dibanding kelompok perlakuan lain. Sehingga boleh dikatakan
bahwa pemberian CCly pada dosis 10% sebanyak 1 ml’kg BB 2 kali seminggu selama 6 minggu mampu menciptakan kondisi hewan model
fibrosis hati yang optimal dengan tingkat kematian rendah.

Kata kunci: hewan model, fibrosis hati, enzim hati, tikus, CCly

PENDAHULUAN
Hati berperan dalam memelihara keseimbangan

metabolik di dalam tubuh, seperti metabolisme

baik secara akut (Maiti et al, 2007) maupun kronis
(Jeon et al., 2003; Tang et al., 2012) akan berdampak
pada fibrosis hati. Fibrosis hati ditandai dengan

protein, karbohidrat, lipid, vitamin, sintesis protein,
sekresi empedu serta detoksifikasi. Hati merupakan
organ tubuh yang berkaitan erat dengan metabolisme
nutrisi dan xenobiotik. Senyawa xenobiotik yang
masuk ke dalam tubuh dan tidak dibutuhkan oleh
tubuh merupakan senyawa yang bersifat toksik bagi
tubuh, sehingga hati menjadi rentan terhadap
kerusakan (Panjaitan, 2008). Kerusakan pada hati

*Kontributor Utama

meningkatnya sel myofibroblast dan ekstracellular
matrix, serta dapat dilihat dari gejala histologi dan
fisiologi. Tang et al. (2012) melaporkan bahwa
fibrosis hati adalah penyebab utama gagal hati atau
sirosis hati.

Tubuh manusia sering terpapar kemudian
terakumulasi beragam senyawa xenobiotik maupun
radikal bebas lain yang menyebabkan fibrosis hati.

*Diterima: 6 September 2020 - Diperbaiki: 9 November 2020 - Disetujui: 21 Desember 2020
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Hati mempunyai antioksidan sebagai sistem
protektor untuk melindungi diri dari kelebihan
radikal bebas (Edward, 2012). Apabila terjadi
ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan
antioksidan, maka akan terjadi stres oksidatif,
dimana kelebihan radikal bebas akan sangat merusak
sel-sel hati (Zainuri dan Wanandi, 2012) dan dapat
menimbulkan dampak negatif pada membran sel
(Edward, 2012). Menurut Tang et al (2012)
pengobatan terhadap kerusakan hati atau fibrosis hati
belum efektif, karena obat fibrosis hati yang kurang
aktif maupun pembuatan hewan model dalam
kondisi fibrosis hati yang kurang efektif atau kurang
optimal.

Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian
untuk membentuk hewan model fibrosis hati. Hewan
yang digunakan adalah tikus jantan galur Sprague
Dawlay (SD). Penggunaan tikus jantan pada
penelitian ini untuk menghindari siklus hormonal
pada saat penelitian, sehingga diharapkan hasil yang
seragam diakhir penelitian. Senyawa yang sering
digunakan sebagai agen perusak hati dalam
penelitian fibrosis hati adalah karbon tetraklorida
(CCly) (Jeon et al., 2003; Panjaitan, 2008; Ko et al.,
2010; Edward, 2012). CCl; merupakan senyawa
yang terbukti hepatotoksik (Venukumar dan Latha,
2002; Panjaitan, 2008; Ko et al, 2010) dan dapat
menimbulkan kerusakan pada sel-sel hati (Edward,
2012). Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan
dosis karbon tetraklorida yang tepat dengan kondisi
hewan model fibrosis hati yang optimal.

BAHAN DAN CARA KERJA
Pengelompokkan hewan model

Penelitian ini telah mendapat surat pernyataan
kelayakan (Ethical Clearance) dengan nomor: 614/
H2.F1/ETIK/2013 dari komite etik penelitian
kesehatan FKUI. Hewan model yang digunakan
adalah tikus jantan strain Sprague Dawley (SD) usia
6-8 minggu dengan bobot badan (bb) £180-200 gram
berjumlah 25 ekor yang diperoleh dari BP POM
Jakarta. Tikus diaklimatisasi selama + 7 hari di
dalam ruangan dengan siklus 12 jam (terang/gelap),
kelembaban 60% + 2%, suhu 22 °C + 2 °C, serta
mendapatkan pakan/minum secara ad libitum. Tikus
dibagi ke dalam lima kelompok perlakuan, tiap
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kelompok terdiri atas lima ekor. Pemberian CCl4
(Sigma) dan pembawa (minyak kelapa) dilakukan
secara peroral (p.o). Metode modifikasi dari Ko et
al. (2010) dan Edward (2012).

1. Kelompok perlakuan 1 (Pl1) merupakan
kelompok kontrol (mendapatkan minyak kelapa
tanpa CCl4).

2. Kelompok P2, mendapatkan CCl4 1 ml/kg BB
(40% dalam minyak kelapa) tiga kali seminggu
selama enam minggu.

3. Kelompok P3, mendapat CCI4 0.5 ml/kg BB (40%
dalam minyak kelapa) tiga kali seminggu
selama enam minggu.

4. Kelompok P4, mendapat CCl4 1 ml/kg BB (10%
dalam minyak kelapa) diberikan tiga kali seminggu
selama enam minggu.

5. Kelompok PS5, mendapat CCI4 1 ml/kg BB (10%
dalam minyak kelapa) diberikan dua kali seminggu
selama enam minggu.

Analisis biokimia darah (enzim hati)

Darah tikus diambil melalui vena orbitalis
menggunakan pipa kapiler (Marienfeld) untuk
dilakukan analisis enzim hati. Darah ditampung pada
tabung eppendorf, kemudian disentrifugasi (Hettich
zentrifugen mikro 22R) pada kecepatan 1000 rpm
selama 10 menit pada suhu 4 °C untuk mendapatkan
serum darah. Analisis enzim hati dilakukan pada
minggu ke-0 (sebelum pemberian CCl4), minggu
ke-2, minggu ke-4 dan minggu ke-6 (setelah
pemberian CCI4). Aktivitas enzim hati yang diamati
adalah alanine aminotransferase (ALT/ALAT),
aspartate  aminotransferase  (AST/ASAT) dan
alkaline phosphatase (ALP) yang direaksikan dengn
reagen-kit  (DiaSys®) dan  diukur  dengan
spektrofotometer UV-Vis (Genesis 10uv). Prosedur
pengukuran enzim hati mengacu pada prosedur kerja
dari DiaSys® dengan menggabungkan dua reagen
(monoreagen).

Persentase kematian hewan model

Ditentukan persentase kematian dari masing-
masing kelompok perlakuan dengan menggunakan
rumus (nt0/ntl) x 100%. nt0 merupakan jumlah
hewan yang mati dan ntl adalah jumlah hewan pada
awal penelitian. Dilakukan pencatatan pada semua



hewan uji yang mengalami kematian. Dibuat tabel
daftar kematian hewan uji setiap minggu selama
enam minggu pengamatan.

Analisis makro anatomi hati

Pada akhir penelitian tikus dikorbankan dengan
cara dislokasi cervical. Tikus yang mati (dalam
keadaan masih utuh) saat penelitian masih
berlangsung dilakukan pembedahan untuk dianalisis
kondisi anatomi organ hatinya. Pengambilan gambar
organ hati dilakukan ketika masih menempel pada
tubuh hewan uji (setelah pembedahan).

Analisis histopatologi hati

Organ hati (sampel) difiksasi (maksimal 24 jam)
dengan larutan buffer neutral formalin (BNF) 10%.
Setelah 24 jam, sampel dipindahkan ke dalam wadah
yang berisi alkohol 70% sebagai stop point. Tahap
pembuatan histopatologi dibuat secara berurutan
berdasarkan protokol dari Kiernan (2008) untuk
pewarnaan hematoksilin-eosin (HE) dan Humason
(1972) untuk pewarnaan mallory. Tahap pembuatan
histologi dimulai dari koleksi sampel organ hati
kemudian dilakukan fiksasi, washing, dehidration,
blocking, infiltrasi, clearing, sectioning, affiksing,
deparafinisasi, staining, mounting, dan labeling.

Pewarnaan (staining) Hematoksilin-Eosin (HE)

Sayatan (Slide) dimasukkan dalam hematoksilin
selama 30 detik kemudian dicelupkan beberapa saat
dalam aquades. Sayatan dimasukkan kembali dalam
alkohol (30, 50, 70)% kemudian dimasukkan dalam
eosin selama 15 menit dan dicelupkan kembali
beberapa kali dalam aquades. Selanjutnya dilakukan
deparafinisasi pada slide menggunakan alkohol
berseri dari konsentrasi tinggi ke konsentrasi rendah.
Proses pewarnaan HE dilakukan pada suhu ruang.

Pewarnaan (staining) Mallory (Humason 1972;
Presnell dan Schreibman, 1997)

Bahan yang dibutuhkan untuk pewarnaan
khusus mallory adalah acid fuchsin  dan
phosphomolybdic acid (larutan mallory 1), aniline
blue dan orange G (larutan mallory 2). Sayatan yang
telah diproses deparafinisasi dimasukkan kedalam
larutan mallory 1 selama 15 detik, kemudian dicuci
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dengan aquades selama 10 detik. Selanjutnya sayatan
dimasukkan kedalam larutan mallory 2 selama 2
menit dan dicelupkan kembali beberapa kali dalam
aquades. Proses deparafinisasi dan pewarnaan
dilakukan pada suhu ruang. Mallory merupakan
pewarnaan khusus, dimana bahan kimia pada larutan
pewarna akan berikatan dengan protein khusus yaitu
protein kolagen yang menyerupai serabut-serabut
kolagen. Serabut kolagen akan terwarnai dengan baik
jika warnanya terlihat merah pekat.

Analisis histopatologi hati

Gambar  histopatologi  diamati  dengan
mikroskop dan dilakukan skoring mengikuti kriteria
publikasi Gerling et al. (1996), Gagne et al. (1996)
dan Merat et al. (2010). Setiap slide diambil foto
sebanyak lima medan pandang (perbesaran 100x)
disekitar vena sentralis. Setiap medan pandang,
dibagi menjadi sembilan kuadran. Dilakukan skoring
jumlah sel yang mengalami steatosis, balloning, sel
radang dan kolagen pada kuadran 2, 4, 6, 8. Skoring
setiap medan pandang adalah rata-rata dari ke-4
kuadran. Skoring setiap ekor adalah rata-rata dari
kelima medan pandang.

Analisis kadar Malondialdehyde (MDA) dan
Gluthathion (GSH) hati

Analisis kadar MDA dan GSH dilakukan pada
akhir penelitian dengan mengisolasi beberapa bagian
lobus hati. Organ hati dihaluskan hingga homogen
menggunakan mikropastel dalam keadaan steril dan
kondisi dingin (Zainuri dan Wanandi, 2012). Kadar
MDA dianalisis untuk melihat hasil reaksi radikal
bebas yang menyebabkan kerusakan organ hati,
sedangkan analisis kadar GSH adalah untuk
mengetahui  kadar antioksidan endogen setelah
terjadi paparan radikal bebas penyebab kerusakan
organ hati. Analisis MDA menggunakan metode
n-MPI (n-metil-2-fenil-indol) dengan pembanding
senyawa larutan 1.1.3.3-tetrametoxipropane (TOMP)
diukur pada panajang gelombang 586 nm (Inoue et
al. 1998). Analisis kadar GSH menggunakan metode
Ellaman dengan pembanding senyawa reduced GSH
(Mansour et al. 2006). Kadar MDA dan GSH
ditentukan dengan membuat persamaan garis linear
dari masing-masing persamaan kurva kalibrasi.
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Analisis Data

Penelitian ini menggunakan Rancang Acak
Lengkap (RAL). Data yang diperoleh dianalisis
dengan uji ANOVA, kemudian digunakan uji lanjut
dengan DUNNETT (p<0.05). Analisis data
menggunakan statistical software minitabl6.

HASIL
Pengaruh induksi CCl; terhadap kadar enzim
hati (ALAT, ASAT/AST, dan ALP)

Enzim hati merupakan enzim sitosol serta
terlibat dalam glukoneogenesis. Enzim hati dapat
dijadikan parameter biokimia untuk menandai atau
mengetahui tingkat kerusakan hati (Khan et al,
2012). Kadar enzim hati dapat terdeteksi dan
mengalami peningkatan aktivitas dalam darah
disebabkan telah terjadi kerusakan sel hati dan sel
otot rangka, kemudian diikuti dengan kematian sel
(Panjaitan, 2008). Aktivitas enzim hati kelompok
perlakuan CCl; (P2-P5) diukur dan dibandingkan
dengan P1 sebagai kelompok kontrol.

Aktivitas enzim hati alanin transaminase (ALT)
pada minggu kedua (M-2) dari kelompok perlakuan
CCly (kecuali P3) meningkat secara nyata (p<0.05)
dibandingkan dengan P1 (Tabel 1). Pada pengukuran
M-4 kadar ALT kelompok P2, P3, P4, dan P5
berbeda nyata (p<0.05) dibandingkan dengan P1.

Kadar ALT dari kelompok P2 dan P3 berbeda nyata
(p<0.05) dibandingkan P4 dan P5. Kadar ALT P3
pada pengukuran M-6 mengalami penurunan dan
tidak berbeda nyata (p>0.05) dengan P1, sedangkan
pada P2 tidak ada sisa tikus yang hidup sehingga
tidak dilakuakan pengukuran kadar ALT. Hal ini
terjadi karena banyak tikus yang mati pada kelompok
P3, sehingga sel hati menghasilkan rataan ALT lebih
sedikit. Hasil sebaliknya terjadi pada P4 dan P5 dari
pengukuran M-6 dimana kadar ALT berbeda nyata
(p<0.05) dibandingkan P1.

Aktivitas kadar aspartat transaminase (AST)
pada kelompok P4 dan PS5 menunjukkan kenaikan
yang konsisten dan berbeda nyata (p<0.05) dengan
kelompok normal (P1) sampai dengan pengukuran M
-6 (Tabel 2). Pada pengukuran enzim hati M-6 nilai
AST kelompok P3 tidak berbeda nyata (p>0.05)
dibandingkan dengan P1, sedangkan pada kelompok
P2 tidak ada tikus yang hidup pada M-6, sehingga
kadar AST dari kelompok P2 tidak dapat diukur.

Kadar enzim hati alkalin phosphatase (ALP)
semua kelompok perlakuan pada pengukuran M-2
mengalami peningkatan (Tabel 3), walupun secara
statistik hanya kelompok P4 yang berbeda nyata
(P<0.05). Pada M-4 semua kelompok perlakuan
CCly, kadar ALT meningkat dan berbeda nyata
(p<0.05) dibandingkan kelompok normal (P1). Pada
akhir penelitian (M-6), kenaikan kadar ALP pada

Tabel 1. Rata-rata nilai ALT (U/L) selama enam minggu perlakuan (4verage values of ALT (U/L) for six

weeks of treatment)

Waktu Pengukuran
Kelompok
Perlakuan M-0 M-2 M-4 M-6
P1 26+ 1.9 27+24% 28+4.0% 27+29¢%
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
P2 30+£3.7 142+1.7° 133+ 6.4° 0+0.0
(n=5) (n=4) (n=2) (n=0)
P3 27+4.1 92+ 14.4° 134+9.9° 60+0.0°
(n=5) (n=4) (n=3) (n=1)
P4 29+3.7 200+ 63.5° 282+2.8° 417+33.9°¢
(n=5) (n=5) (n=3) (n=2)
P5 29+3.7 152+62.1° 260+21.4°¢ 272 £25.4°
(n=5) (n=5) (n=4) (n=4)

Keterangan : Nilai pada kolom yang sama dan diikuti superscript yang sama menunjukkan tidak terdapat beda nyata signifikan pada uji

Duncan (p=0.05).

M-0 (minggu ke-0), M-2 (minggu ke-2), M-4 (minggu ke-4), m-6 (minggu ke-6), n (jumlah hewan model), P1 (kontrol nor
mal), P2 (0.4 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P3 (0.2 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P4 (0.1 ml CClykg bb 3x seminggu), P5

(0.1 ml CCly/kg bb 2x seminggu).

Note: The value in the same column followed by the same superscript shows no significant difference in Duncan's test (p = 0.05).

M-0 (week 0), M-2 (2" week), M-4 (4" week), m-6 (6" week), n (number of model animals), P1 (control normal), P2 (0.4 ml
CCl4 / kg BW 3 times a week), P3 (0.2 ml CCl,/ kg BW 3 times a week), P4 (0.1 ml CCl,/ kg BW 3 times a week), P5 (0.1 ml

CCl,/ kg BW twice a week).
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Tabel 2. Rata-rata nilai AST (U/L) selama enam minggu perlakuan (Average values of AST (U/L) for six
weeks of treatment)

Waktu Pengukuran
Kelompok
Perlakuan M-0 M-2 M-4 M-6
P1 36+ 0.9 35+19° 36+£2.7° 65+2.0°
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
P2 35+3.0 72+£29° 218+0.0° 0+0.0
(n=5) (n=4) (n=2) (n=0)
P3 39+£7.0 94+5.0° 185 +46.3° 114+0.0°
(n=5) (n=4) (n=3) (n=1)
P4 34+49 401 +61.3° 382+£4.2° 285+0.0°
(n=5) (n=5) (n=3) (n=2)
P5 37+2.1 133 £28.6° 395+47.7¢ 392 +60.3°
(n=5) (n=5) (n=4) (n=4)

Keterangan : Nilai pada kolom yang sama dan diikuti superscript yang sama menunjukkan tidak terdapat beda nyata signifikan pada uji
Duncan (p=0.05). M-0 (minggu ke-0), M-2 (minggu ke-2), M-4 (minggu ke-4), m-6 (minggu ke-6), n (jumlah hewan model), P1 (kontrol
normal), P2 (0.4 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P3 (0.2 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P4 (0.1 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P5 (0.1 ml
CCly/kg bb 2x seminggu).

Note: The value in the same column followed by the same superscript shows no significant difference in Duncan's test (p = 0.05). M-0
(week 0), M-2 (2" week), M-4 (4" week), m-6 (6" week), n (number of model animals), P1 (control normal), P2 (0.4 ml CCl4 / kg BW 3
times a week), P3 (0.2 ml CCl;/ kg BW 3 times a week), P4 (0.1 ml CCl,/ kg BW 3 times a week), P5 (0.1 ml CCl,/ kg BW twice a week).

Tabel 3. Rata-rata nilai ALP (U/L) selama enam minggu perlakuan (Average values of ALP (U/L) for six
weeks of treatment)

Waktu Pengukuran
Kelompok
Perlakuan M-0 M-2 M-4 M-6
P1 283 +21.3 294 +20.3% 163 +8.0*° 193 £25.4%
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
P2 289 +45.8 314 +88.8% 363 £29.0° 0+0.0
(n=5) (n=4) (n=2) (n=0)
P3 280+ 31.6 317 +£103.5% 327 +85.3° 96+0.0%
(n=5) (n=4) (n=3) (n=1)
P4 203 +36.2 711 +£161.2° 639+ 151.3¢ 465 +33.9°
(n=5) (n=5) (n=3) (n=2)
P5 300 £12.9 415+54.0* 613 £55.1°¢ 493 £ 48.6"°
(n=5) (n=5) (n=4) (n=4)

Keterangan : Nilai pada kolom yang sama dan diikuti superscript yang sama menunjukkan tidak terdapat beda nyata signifikan pada uji
Duncan (p=0.05)

M-0 (minggu ke-0), M-2 (minggu ke-2), M-4 (minggu ke-4), m-6 (minggu ke-6), n (jumlah hewan model), P1 (kontrol normal), P2 (0.4
ml CCly/kg bb 3x seminggu), P3 (0.2 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P4 (0.1 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P5S (0.1 ml CCly/kg bb 2x
seminggu).

Note: The value in the same column followed by the same superscript shows no significant difference in Duncan's test (p = 0.05).

M-0 (week 0), M-2 (2" week), M-4 (4" week), m-6 (6" week), n (number of model animals), PI (control normal), P2 (0.4 ml CCI4 / kg BW
3 times a week), P3 (0.2 ml CCl,/ kg BW 3 times a week), P4 (0.1 ml CCl,/ kg BW 3 times a week), P5 (0.1 ml CCl,/ kg BW twice a
week).

kelompok P4 dan PS5 berbeda nyata (p<0.05), Pengaruh induksi CCl; terhadap Kkadar
sedangkan kenaikan kadar ALP pada kelompok P3 Malondialdehyde (MDA) dan Gluthathion (GSH)
tidak berbeda nyata (p>0.05) dibandingkan P1. MDA merupakan hasil proses peroksidasi lipid
Hasil dari pengukuran ALP selama enam minggu akibat reaksi akumulasi radikal bebas, sedangkan
perlakuan dapat dinyatakan bahwa, induksi 0.1ml GSH adalah enzim antioksidan alami yang berada
CClykg bb (konsentrasi CCly; 10%) dapat dalam tubuh (antioksidan endogen). Hasil
mempercepat proses kerusakan fungsi hati secara pengukuran kadar MDA dan GSH hati (Tabel 4)
optimal.
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Tabel 4. Rata-rata kadar MDA dan GSH hewan model fibrosis hati (Average levels of MDA and GSH in
animal models of liver fibrosis)

Kelompok Perlakuan Malondialdehyde (MDA) Gluthation (GSH)
P1 2,02+0,27* 2,38+0,30
P2 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
P3 1,66 +0,40* 2,48+0,10°
P4 2,85+0.64° 2,09+0,02°
P5 325+0.19° 0,81+0,27°

Keterangan : Nilai pada kolom yang sama dan diikuti superscript yang sama menunjukkan tidak terdapat beda nyata signifikan pada uji
Duncan (p=0.05).

P1 (kontrol normal), P2 (0.4 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P3 (0.2 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P4 (0.1 ml CClykg
bb 3x seminggu), P5 (0.1 ml CCly/kg bb 2x seminggu).

Note: The value in the same column followed by the same superscript shows no significant difference in Duncan's test (p = 0.05).

P1 (control normal), P2 (0.4 ml CCl4 / kg BW 3 times a week), P3 (0.2 ml CCl,/ kg BW 3 times a week), P4 (0.1 ml CCl,/ kg
BW 3 times a week), P5 (0.1 ml CCl,/ kg BW twice a week).

Persentase Kematian Hewan

100
100

80
60
2 50
20
0
0 B
P1 P2 P3 P4 P5

Kelompok Perlakuan

Gambar 1. Grafik peresentase kematian hewan model fibrosis hati (Graph of mortality in animal model of liver fibrosis)
Keterangan : P1 (kontrol normal), P2 (0.4 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P3 (0.2 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P4 (0.1 ml CCly/kg bb
3x seminggu), P5 (0.1 ml CCly/kg bb 2x seminggu).

Note: Pl (control normal), P2 (0.4 ml CCI4 / kg BW 3 times a week), P3 (0.2 ml CCl,;/ kg BW 3 times a week), P4 (0.1 ml CCl,/kg BW
3 times a week), P5 (0.1 ml CCl,/ kg BW twice a week).

menunjukan kelompok PS5 memiliki nilai MDA dan
GSH yang berbeda nyata (P<0.05) dibandingkan
dengan kelompok perlakuan lain.

kelompok PS5 (20%) dan yang tertinggi adalah
kelompok P2 mencapai 100% (Gambar 1).

Pengaruh induksi CCl, terhadap gambaran
makroanatomi organ hati

Gambar makroanatomi hati diamati untuk
mendukung analisis aktivitas enzim hati. Gambar
makroanatomi hati (Gambar 2) menunjukkan
perbedaan cukup nyata diantara kelompok
perlakuan. Perbedaan sesuai dengan tingkat dosis

Pengaruh induksi CCl; terhadap persentase
Kematian Hewan Model (tikus)

Tingkat kematian dalam pembentukan hewan
model ditentukan beberapa faktor penting
diantaranya usia hewan, handling, konsentrasi
senyawa yang diberikan, dan volume pemberian

dosis. Pada penelitian ini persentase kematian
terendah dari kelompok perlakuan CCl,s adalah
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terlihat dalam keadaan normal berwarna merah



Artikel Penelitian

Fahrudin et al. — Efektivitas Dosis Karbon Tetraklorida (CCly) Terhadap

Gambar 2. Kondisi organ hati hewan model setelah dilakukan pembedahan, Nampak perbedaan pada
tekstur permukaan dan warna organ hati (The liver condition of the animal models after surgery,
appear difference in surface texture and color of the liver)

Keterangan : Nilai pada kolom yang sama dan diikuti superscript yang sama menunjukkan tidak terdapat beda nyata signifikan pada uji

Duncan (p=0.05).

P1 (kontrol normal), P2 (0.4 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P3 (0.2 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P4 (0.1 ml CCly/kg
bb 3x seminggu), PS5 (0.1 ml CCly/kg bb 2x seminggu).

Note: Pl (control normal), P2 (0.4 mi CCl4 / kg BW 3 times a week), P3 (0.2 ml CCl,/ kg BW 3 times a week), P4 (0.1 ml CCl,/ kg BW

3 times a week), P5 (0.1 ml CCl,/ kg BW twice a week).

dengan tekstur permukaan halus. P2, organ hati
berwarna abu-abu pucat dengan tekstur permukaan
berbintik (hewan mati minggu ke-6 sebelum
pengambilan darah terakhir). P3, organ hati
berwarna merah pucat dengan tekstur permukaan
kasar, kering, dan banyak pembuluh darah yang
keluar di permukaan lobus hati. P4, organ hati
berwarna merah sedikit pucat dengan tekstur
permukaan hati dipenuhi bintik-bintik kasar dan
terdapat banyak pembuluh darah di bagian sisi
lobus. P5 menunjukkan gambar organ hati
berwarna merah tua dengan tekstur permukaan
kasar dan berbintik.

Pengaruh induksi CCl, terhadap histopatologi
hati

Berdasarkan data aktivitas enzim hati dan per-
sentase  kematian  tikus, maka  evaluasi
histopatologi hati hanya dilakukan pada tiga
kelopmpok perlakuan (P1, P4 dan PS5). Karbon
tetraklorida (CCl;) merupakan penyebab kerusakan
hati yang ditandai dengan adanya steatosis
(perlemakan) pada bagian sentral lobulus
(Venukumar dan Latha, 2002). Histologi dari ketiga
kelompok dilakukan dengan pewarnaan
haematoksilin-eosin (HE) dan mallory-heidenhain.
Terdapat empat jenis patologi sel hati yang
dilakukan evaluasi yaitu steatosis, sel radang, sel
balonning, dan kolagen (Gambar 3).
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Gambar 3. Patologi sel hati. A. Pewarnaan HE(100x); B. Pewarnaan Mallory (100x). (B: sel balloning; S:
steatosis; R: sel radang; K: kolagen) [Pathology of liver cells. A. HE staining (100x); B. Mallo-
ry staining (100x). (B: balloning cells; S: steatosis; R: inflammatory cells; K: collagen fibers)]

7 Vallis. - 4 #

Gambar 4. Histopatologi hati (perbesaran 100x); (A) bercak putih merupakan statosis hasil pewarnaan HE,
(B) pita-pita tebal berwarna merah merupakan serabut kolagen hasil pewarnaan Mallory. P1
(Normal), P4 (0.1 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P5 (0.1 ml CCly/kg bb 2x seminggu) [Liver
histopathology (100x),; (A) white spots are steatosis resulting from HE staining, (B) thick red

bands are collagen fibers resulting from Mallory staining. Pl (Normal), P4 (0.1 ml CCl,/kg BW
3 times a week), P5 (0.1 ml CCly/kg BW twice a week))
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Histopatologi pewarnaan HE (Gambar 4A),
kelompok P1 tidak ada gejala kerusakan hati, se-
dangkan P4 dan P5 dengan pemberian 0.1 ml CCly/
kg bb terlihat ada gejala kerusakan hati.
Kerusakan sel hati yang ditimbulkan meliputi sel
balloning, steatosis, dan akumulasi sel radang.
Indeks skoring kerusakan sel hati pada P4 dan P5
berbeda nyata signifikan (p<0.05) dibandingkan
dengan P1 (Gambar 5A). Gambar 4B merupakan
histopatologi hati hasil pewarnaa mallory yang
secara khas dapat mendeteksi atau mewarnai
kolagen. Kelompok P1 tanpa pemberian CCly
gambaran sel hati terdapat kolagen, namun sangat
tipis dan hanya ada pada vena sentralis. Kelompok
P4 dan PS5 kolagen terbentuk dengan septa yang
jelas dan saling berhubungan. Hasil skoring
akumulasi kolagen pada P4 tidak berbeda nyata
(p>0.05) dengan PS5, sedangkan akumulasi kolgen
pada P1 berbeda nyata (p<0.05) dengan P4 dan P5
(Gambar 5B).

PEMBAHASAN
Pengaruh induksi CCly terhadap kadar enzim
hati

CCly dengan konsentrasi tinggi dapat
memberikan gangguan fungsi hati luas namun tidak

15 [.A] b b
e ;
2
-
=
s
Z
w 2.5
-

o
E
- =1
n =
1 P4 =

Kelompok Perlakuan

Artikel Penelitian

Fahrudin et al. — Efektivitas Dosis Karbon Tetraklorida (CCly) Terhadap

optimal dalam pembentukan model kerusakan hati.
Kerusakan hati yang luas berpengaruh pada
produksi enzim hati (Panjaitan 2008). Kelompok
dengan kematian tikus lebih banyak, maka nilai
rataan enzim hati menurun karena jumlah sel hati
sangat sedikit. Panjaitan (2008) menyatakan bahwa
ALT dan AST tinggi dalam darah disebabkan
kerusakan sel hati dan sel otot rangka. Kadar ALP
tinggi dalam darah indikasi dari kolestasis dan
kerusakan membran plasma sel hati (Jeon et al,
2003). Kolestasis menyebabkan aliran empedu
terganggu, sehingga penyerapan kalsium dan
vitamin tidak optimal. Konsentrasi CCly, volume
pemberian dan intensitas pemberian berpengaruh
pada respon sel hati. Berdasarkan nilai kadar enzim
hati dalam darah, maka CCl; yang diberikan
sebanyak 0.1 ml/kg bb dua kali seminggu dapat
dijakdikan  sebagai  dosis  efektif  dalam
pembentukan hewan model fibrosis hati. Dosis
efektif dalam pembentukan hewan model fibrosis
hati merupakan dosis yang menghasilkan
konsistensi dalam meningkatkan kadar enzim hati
dalam darah dan juga dapat mempercepat proses
kerusakan fungsi hati secara optimal. Dosis efektif
dalam pembetukan hewan model fibrosis hati
terlihat pada kelompok P5. Hal ini terlihat dari hasil
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<
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=
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Kelompok Perlakuan

Gambar 5. Indeks skoring patologi hati (A) pewarnaan HE dan (B) pewarnaan Mallory. P1 (Normal), P4
(0.1 ml CCly/kg bb 3x seminggu), P5 (0.1 ml CCly/kg bb 2x seminggu) [Liver pathology scoring index (A)
HE staining and (B) Mallory staining. Pl (Normal), P4 (0.1 ml CCly/kg BW 3 times a week), P5 (0.1 ml

CCl/kg BW twice a week)]

Ketrangan: Grafik dengan superscript yang sama menunjukkan tidak terdapat beda nyata signifikan pada uji Duncan (p=0.05).

Note: The graph with the same superscript shows no significant difference in the Duncan test (p = 0.05).
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pengukuran enzim hati pada kelompok P5 yang
meningkat secara konsisten selama enam minggu
perlakuan.

Kerusakan  membran sel hati  dapat
menyebabkan keluarnya enzim-enzim dari sel hati
(hepatosit) kemudian masuk ke dalam aliran darah.
Enzim hati meningkat dalam darah diakibatkan
telah terjadinya kerusakan hati yang parah sehingga
enzim keluar dari sel hati (Devi et al., 2010). Kadar
enzim hati merupakan indeks sensitif dalam
evaluasi kerusakan sel-sel hati pada tikus yang
diberi CCly. Venukumar dan Latha (2002) pada
penelitiannya dengan tikus yang diberi CCl; 1 ml/
kg bb menghasilkan peningkatkan terhadap nilai
aktivitas enzim hati dalam darah dibandingkan
dengan kontrol normalnya. Enzim hati dapat
dijadikan penanda yang cukup optimal dalam
kerusakan hati akibat toksin yang masuk ke dalam
tubuh seperti CCly (Jeon et al., 2003; Khan et al,
2012). Selain itu, terdapat korelasi positif antara
peningkatan aktivitas kadar enzim hati dengan
gangguan fungsi hati yang dapat dievaluasi dengan
gambaran histopatologi.

Kadar Malondialdehyde (MDA) dan Gluthathion
(GSH) Hati

MDA merupakan hasil dari proses peroksidasi
lipid akibat terjadi ketidakseimbangan antara
radikal bebas dengan antioksidan dalam tubuh.
Ketika kadar MDA meningkat, maka salah satu
antioksidan endogen seperti GSH akan menurun.
Ketika terjadi  ketidak  seimbangan antara
antioksidan dan radikal bebas dalam tubuh, maka
metabolisme tubuh terganggu dan dapat dijadikan
tanda telah terjadi kerusakan sel hati (Devi et al.,
2010).

Daya proteksi suatu senyawa terhadap radikal
bebas dapat dinilai dalam menghambat atau
meredam peroksidasi lipid dan meningkatkan anti-
oksidan  endogen. Peroksidasi lipid dapat
menghasilkan sejumlah senyawa turunan terutama
golongan aldehid yang bersifat toksik (Arafah
2005; Zainuri dan Wanandi 2012). Hasil
pengukuran kadar MDA dan GSH hati (Tabel 4)
menunjukan kelompok P5 memiliki nilai MDA
yang berbeda nyata (P<0.05) dibandingkan dengan
kelompok perlakuan lain. Hal ini terjadi karena
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proses peroksidasi lipid pada tikus kelompok PS5
yang diberi CCl, terus berlanjut dan tidak ada
antioksidan eksogen masuk ketika antioksidan
endogen menurun. Khan et al. (2012) dan Maiti et
al. (2007) menyatakan ketika GSH dalam sel
menurun, maka detoksifikasi sel terhadap radikal
bebas mengalami penurunan.

Persentase kematian hewan model

Faktor utama penyebab tingginya persentase
kematian hewan adalah tingkat konsentrasi CCly
dan intensitas pemberian CCly. Konsentrasi CCly
yang tinggi dengan persentase kematian yang besar
terhadap hewan uji terjadi pada kelompok P2 dan
P3. Intensitas pemberian yang cukup banyak (tiga
kali seminggu) pada P4 berdampak sangat toksik
bagi hewan model. Dilihat dari persentase kematian
hewan model, maka dosis dan intensitas pemberian
CCly yang optimal adalah pada kelompok P5
dengan persentase kematian yang kecil.

Pada penelitian ini data persentase kematian
tikus akan dijadikan dasar pembuatan histopatologi
hati. Tingkat konsentrasi agen perusak hati
(Venukumar dan Latha 2002; Khan e al, 2012)
dan intensitas pemberian (Jeon et al, 2002) dapat
mempercepat kerusakan sel hati dan berdampak
pada kematian. Pembuatan hewan model fibrosis
hati dengan kondisi kerusakan sel hati yang cepat
dan persentase kamatian yang tinggi merupakan
kegagalan dalam pembentukan permodelan fibrosis
hati secara in vivo.

Makroanatomi hati

Induksi CCl, pada tikus dapat mempengaruhi
tekstur atau struktur lobus organ hati (Khan et al.,
2012). Terjadinya perbedaan warna dan tekstur hati
dari kelompok perlakul CCl, dibandingkan dengan
kelompok normal (P1) disebabkan adanya biotrans-
formasi CCly di dalam sel hati. CCl, dapat bereaksi
membentuk radikal triklorometil (CCls") dan radikal
triklorometil peroksil (CCl;0;°) yang bersifat lebih
reaktif (sebagai radikal bebas). Radikal bebas yang
sangat reaktif di dalam tubuh dapat menyebabkan
gangguan terhadap homeostasis sehingga dapat
merusak sel hati (Panjaitan, 2008). Kerusakan sel
hati yang terus menerus akan berdampak pada
kematian sel (Boll ef al., 2001; Weber et al., 2003;



Battaer et al, 2003). Adanya kelainan atau
perubahan pada struktur lobus hati merupakan
awal terjadinya kerusakan organ hati yang akan
berlanjut menuju fibrosis kemudian yang terparah
adalah dapat menyebabkan sirosis hati (Battaer et
al., 2003; Bataller dan Brenner 2005). Induksi
CCly sebanyak 0,1 ml’kg bb (P4 dan P5)
berdasarkan ~ gambaran  makroanatomi  hati
(dibandingkan dengan P1) dapat menyebabkan
lobus-lobus hati mengalami kerusakan, namun
kerusakan tidak seluas seperti kelompok perlakuan
P2 dan P3.

Evaluasi histopatologi hati

CCl4 merupakan penyebab terjadinya patologi
sel hati (Gambar 3) yang meliputi sel balloning
(Merat et al, 2010), steatosis (Venukumar dan
Latha 2002;), akumulasi sel radang (Gagne et al.,
1996) dan penumpukan kolagen (Gerling et al,
1996; Ghatak et al., 2011). Steatosis dicirikan pada
gambaran mikroskopis sel hati yang membentuk
rongga-rongga putih bulat atau oval dengan
dinding yang jelas (Hubscher, 2006; Merat et al.,
2010). Sel ballooning digambarkan seperti sel
yang mengalami perbesaran dengan inti yang
masih ada, namun terkadang inti sudah dalam
keadaan piknotik atau mengalami pengecilan
maupun pembengkakan (Merat et al, 2010). Sel
inflamasi atau sel radang merupakan sel dengan
banyak atau poli dan mononukleus, digambarkan
seperti bulatan hitam pekat (Gagne et al., 1996).

Steatosis, sel balloning, dan sel radang
merupakan gambaran patologi pada sel hati yang
disebabkan adanya gangguan pada metabolisme
lipid hati akibat CCl, (Venukumar dan Latha 2002;
Panjaitan 2008). Di Sario et al (2004)
menyebutkan bahwa sel radang akan bermigrasi
pada jaringan yang mengalami kerusakan. Selain
tiga patologi sel hati tersebut, terdapat patologi
yang khas pada fibrosis hati yaitu adanya kolagen.
Kolagen merupakan salah satu extracelluar matrix
(ECM) yang timbul akibat kerusakan jaringan hati.
Akumulasi kolagen pada hati mengindikasikan
telah terjadi kerusakan fungsi hati dan merupakan
salah satu penyebab dari fibrosis hati (Gerling et
al., 1996; Tang et al, 2012). Fibrosis hati
merupakan gangguan fungsi hati akibat sel
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parenkim hati rusak dan diganti dengan kolagen
(Betaller dan Brenner 2005). Kolagen terakumulasi
akibat dari kerusakan sel hati dan merupakan
karakterisasi dari sebagian besar penyakit hati
kronis (Betaller et al., 2003).

Hasil pengamatan
pewarnaan HE menunjukkan bahwa P1 sebagai
kelompok normal tidak terdapat gejala steatosis,
sedangkan P4 dan P5 dengan pemberian CCl; 10%
sebanyak 1 ml/kg bb menunjukkan adanya
steatosis (Gambar 3). Steatosis merupakan
gambaran patologi berupa akumulasi lemak di
dalam sel hati yang disebabkan adanya gangguan
pada metabolisme lipid di hati akibat CCl,
(Panjaitan, 2008). Histologi P4 menunjukkan
steatosis yang cukup banyak dibandingkan dengan
P5, hal ini dikarenakan P4 mendapatkan CCl, lebih
sering dari pada PS5, yaitu tiga kali seminggu
selama enam minggu perlakuan.

Pewarnaan  histologi  dengan  mallory
dilakukan untuk melihat jaringan kolagen yang
terbentuk sebagai tanda telah terjadinya fibrosis
hati. Hasil evaluasi dengan pewarnaan mallory
menunjukkan P1 tidak terdapat jaringan kolagen
(normal), sedangkan P4 dan P5 sel hati dikelilingi
oleh formasi jaringan kolagen yang terlihat jelas
(Gambar 4). Berdasarkan evaluasi Garling et al.
(1996) jaringan kolagen P4 berada pada tahap
empat, yaitu hati mendekati sirosis lengkap
(pembentukan kolagen dengan septa yang tebal
dan bernodul), sedangkan P5 berada pada tahap
tiga, yaitu peningkatan jaringan kolagen dengan
septa lengkap yang tipis. Terlihat banyaknya

histologi  dengan

serabut kolagen pada sel hati hasil pewarnaan
mallory menunjukaan telah terjadi fibrosis hati.
Fibrosis hati dengan kondisi sel hati yang dipenuhi
oleh  kolagen  dapat disebabkan  karena
ketidakseimbangan antara radikal bebas (oksidan)
dan antioksidan dalam tubuh (Devi et al., 2010;
Foo et al., 2011).

KESIMPULAN

Pemberian CCly pada dosis 10% sebanyak 1
ml/kg bb dua kali seminggu selama enam minggu,
mampu menciptakan kondisi model hewan fibrosis
hati yang optimal dengan tingkat kematian yang
rendah.
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