
1

Naskah Asli

1

NaskahAsli

Ekstrak Daun Annona muricata Linn. sebagai Antiproliferasi terhadap 
Sel Hepar Tikus Terinduksi 7,12 Dimetilbenz [a] antracene (DMBA) 

Rosa Adelina1 Rahmi Febriyanti2, Intan Sari Oktoberia1, Putri Reno Intan1 

1Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Litbangkes, Kemenkes RI 
2Universitas Islam Negeri SUSKA Riau, 

email: rosa.adelina@safro.net 

Diterima: 8 Oktober 2013  Direvisi: 20 November 2013       Disetujui: 3 Desember 2013 

Abstract 

Annona muricata Linn. or soursop containts acetogenin which can induce apoptotic in in 
vitro assay and has cytotoxic effect. The study has been done to examine the soursop leaves 
extract's potency in in vivo assay to suppress tumor development by 7,12-
dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) induced. The induction process has been done twice a 
week for five weeks to white rat, Sprague Dawley’s strain. The soursop leaves extract were 
given into three doses, 200, 400, and 800 mg/kgBW, for seventeen days after two weeks 
induction with DMBA. The analysis of histopatology and the study of proliferation activity of 
hepatic cell with AgNOR showed significant reduction of proliferation activity. In conclusion, 
the soursop leaves extract has potency as antiproliferative agent to hepatic tumor in in vivo 
study. 
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Abstrak 

Annona muricata Linn. atau sirsak yang mengandung senyawa golongan acetogenin mampu 
menginduksi apoptosis pada secara in vitro dan bersifat sitotoksik. Telah dilakukan penelitian 
untuk membuktikan potensi ekstrak daun sirsak secara in vivo dalam menghambat per-
kembangan tumor hepar akibat induksi senyawa kimia 7,12 dimetilbenz [a] antracene 
(DMBA). Induksi dilakukan selama dua kali seminggu selama lima minggu, pada hewan 
coba tikus putih (Rattus novergicus) strain Sprague Dawley. Ekstrak daun sirsak diberikan 
dengan tiga peringkat dosis, yaitu 200, 400, dan 800 mg/kg BB, selama tujuh belas hari 
setelah dua minggu pemberian DMBA. Hasil pemeriksaan histopatologi dan penentuan 
aktivitas proliferasi sel hepar dengan AgNOR menunjukkan adanya penurunan aktivitas 
proliferasi sel hepar secara signifikan. Disimpulkan bahwa ekstrak daun sirsak berpotensi 
sebagai antiproliferasi pada tumor hepar secara in vivo. 

Kata kunci: Antiproliferatif, Ekstrak daun Annona muricata Linn., Tumor hepar 

ngembangkan terobosan baru dalam upaya pengobatan
infeksi jamur. Tumbuhan telah lama digunakan oleh
manusia sebagai sumber obat, dimana sebagian
manfaatnya diambil dari metabolit sekunder tanaman.
Daun urang-aring (Eclipta alba L.Hassk) secara
tradisional digunakan untuk mengobati penyakit kulit
khususnya dermatitis. Tujuan penelitian ini adalah
menganalisis aktivitas antidermatofitik ekstrak daun
urang-aring terhadap Trichophyton mentagrophytes. 
Daun urang-aring diekstrak secara bertahap dengan
pelarut heksana, etil asetat, etanol dan air kemudian
dibuat seri konsentrasi 0 mg/ml, 12,5 mg/ml, 25
mg/ml, 50 mg/ml dan 100 mg/ml. Uji aktivitas
antidermatofitik terhadap Trichophyton menta-
grophytes dilakukan dengan metode difusi pada media
Potato Dextrose Agar. Luas zona hambat yang ter-
bentuk dihitung dan dianalisis statistik dengan
ANOVA dan Duncan Multiple Range Test (DMRT).
Uji antijamur menunjukkan bahwa ekstrak heksana,
etil asetat dan etanol daun Urang-aring mampu 
menghambat pertumbuhan Trichophyton menta-
grophytes namun penghambatannya tidak berbeda 
nyata (p≥0,05). Ekstrak air tidak menunjukkan
penghambatan terhadap Trichophyton mentagrophytes.

Kata kunci : Eclipta alba, Antidermatofitik, 
Trichophyton mentagrophytes
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Abstrak

Kanker adalah salah satu penyakit tidak menular yang
menjadi masalah kesehatan di dunia, termasuk di 
Indonesia. Data Organisasi Kesehatan Dunia (WHO)
tahun 2010 menunjukkan bahwa kanker merupakan 
penyebab kematian kedua setelah penyakit kardio-
vaskular. Sementara itu hasil Riset Kesehatan Dasar
(Riskesdas) tahun 2007 menunjukkan kanker berada di
peringkat ke-6 penyebab kematian di Indonesia.
Jumlah penderita kanker di Indonesia terus meningkat
dan diperkirakan menjadi penyebab utama me-
ningkatnya beban ekonomi untuk individu pasien,
keluarga, dan negara. Jenis kanker di Indonesia di-
dominasi oleh kanker payudara (30%) dan kanker
serviks atau kanker leher rahim (24%). Penelitian ini

bertujuan untuk mengetahui pengaruh kombinasi
rumput mutiara (Hedyotis corymbosa Lamk) dan
meniran (Phyllanthus niruri L ) terhadap adeno-
karsinoma mammae mencit strain C3H. Penelitian ini
merupakan penelitian eksperimental. Sampel penelitian
terdiri dari 20 ekor mencit strain C3H yang dibagi
menjadi 4 kelompok, terdiri dari satu kelompok kontrol 
(K) dan tiga kelompok dosis (P1 - P3), yaitu: dosis
750; 1500; 2250 mg/kg berat badan. Ekstrak bahan uji
dimulai setelah tumor teraba, ekstrak kombinasi
meniran dan rumput mutiara diberikan selama 19 hari
sekali sehari secara oral menggunakan sonde lambung.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa berdasarkan rata-
rata jumlah AgNOR adenokarsinoma mammae, ekstrak
kombinasi dengan dosis 2250 mg/kg BB dapat
mengurangi proliferasi sel tumor mammae pada ke-
lompok yang diberikan dosis tersebut

Kata kunci : Adenokarsinoma, AgNOR, Hedyotis
corymbosa, Phyllanthus niruri
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Abstrak

Butylated hydroxyanisole (BHA) sebagai senyawa
aditif pada makanan telah digunakan secara luas sejak
tahun 1947. Senyawa ini biasa digunakan sebagai
antioksidan untuk mencegah makanan tersebut dari 
kerusakan oksidatif. Banyak penelitian telah mem-
pelajari senyawa ini secara luas, baik tentang efek yang
disebabkannya, sifat karsinogennya, ataupun toksisitas
yang disebabkannya. Artikel ini membahas tentang
hasil penelitian eksperimental yang telah dilakukan
tentang penggunaan BHA, baik pada hewan maupun
pada manusia. Kami juga membahas tentang absorpsi, 
metabolisme, ekskresi dan sifat karsinogennya  dari
perspektif kesehatan. Saat ini beberapa penelitian telah
dapat membuktikan tentang efek karsinogenik dari
BHA, tapi belum ditemukan penelitian yang meng-
indikasikan bahwa BHA adalah bersifat genotoksik.

Kata Kunci: Butylated hydroxyanisole, BHA, Zat
aditif, Karsinogenitas, Toksisitas
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Kematian akibat kanker menunjukkan 

insiden yang tinggi di dunia dan semakin 
meningkat setiap tahunnya. Menurut 
WHO, jumlah penderita kanker setiap 
tahun bertambah sekitar tujuh juta orang, 
dan dua per tiga di antaranya berada di ne-
gara-negara yang sedang berkembang. Jika 
tidak dikendalikan, diperkirakan 26 juta 
orang akan menderita kanker dan 17 juta 
orang meninggal karena kanker pada tahun 
2030. Ironisnya, menurut Union for Inter-
national Cancer Control tahun 2009, ke-
jadian ini akan terjadi lebih cepat di negara 
miskin dan berkembang.1 Di Amerika Se-
rikat, lebih dari 12.000 jumlah kematian 
per tahun terkait dengan kanker hepar.2 
Berdasarkan hasil Riset Kesehatan Dasar 
(Riskesdas) tahun 2013, prevalensi kanker 
di Indonesia adalah 1,4 per 1000.3 Di 
Indonesia, insiden kanker pada laki-laki 
adalah 11:100.000, wanita 3:100.000 pen-
duduk, dan kanker hepar merupakan  pe-
nyebab kanker ketiga terbesar untuk laki-
laki.4 Tingkat insidens kanker hepar pada 
laki-laki tiga kali lebih tinggi daripada wa-
nita dan dari tahun 2005-2009 angka insi-
dens meningkat menjadi 2,3% per tahun 
pada laki-laki dan 1,3% pada wanita.5 

Sebanyak 80% dari 30.640 kasus 
kanker hepar yang diperkirakan terjadi di 
Amerika Serikat merupakan kasus hepato-
cellular carcinoma (HCC) yang terbentuk 
dari sel hepatosit yang merupakan tipe sel 
paling banyak yang terdapat di hepar. 
Beberapa gejala umum kanker hepar 
adalah sakit pada bagian perut, kehilangan 
berat badan, kehilangan nafsu makan, 
jaundice/kulit berwarna kuning, dan de-
mam. Selain itu terjadi pembesaran vo-
lume hepar. Beberapa faktor risiko kanker 
hepar adalah sirosis yang diakibatkan kon-
sumsi alkohol, hepar berlemak yang di-
akibatkan obesitas pada komunitas yang 
nonalkoholik, serta infeksi kronis virus 
hepatitis B dan C (HBC dan HCV).5 

Umumnya pengobatan kanker dilakukan 
dengan mengangkat jaringan kanker 
dengan operasi atau dengan mematikan sel 
kanker. Kedua cara ini tidak dapat meng-
atasi kanker yang sudah mengalami 
metastasis. Pengangkatan jaringan kanker 
pada umumnya tidak bisa tuntas meng-
hilangkan kanker karena kemungkinan ada 
jaringan yang masih tertinggal dan dapat 
tumbuh menjadi jaringan kanker baru. 
Terapi kemoterapi dan radioterapi kurang 
selektif dalam membunuh sel kanker, 
seringkali sel normal juga ikut rusak dan 
mati sehingga tidak aman untuk sel 
normal.6 Oleh karena itu, pilihan peng-
obatan baru yang aman, efektif dan selektif 
untuk penyakit kanker sangat penting un-
tuk diteliti.7 Penemuan obat baru anti-
kanker yang dilakukan dengan mengeks-
plorasi bahan alam sangat berpotensi untuk 
dikembangkan.8 

Penelitian-penelitian sebelumnya me-
nunjukkan senyawa-senyawa dalam ta-
naman dapat menghambat atau bahkan 
membunuh sel kanker sehingga berpotensi 
sebagai agen antikanker.9 Salah satu ta-
naman yang berpotensi sebagai antikan-
ker adalah daun sirsak (Annona muricata 
L.). Daun sirsak mengandung senyawa 
golongan acetogenin, minyak esensial, 
reticuline, loreximine, coclaurine, anno-
murine, dan higenamine. Golongan se-
nyawa acetogenin adalah komponen fito-
kimia dalam daun sirsak yang memiliki 
potensi sebagai antikanker10,11 dan daun 
sirsak mengandung hingga 17 senyawa 
acetogenin yang memiliki efek sitotok-
sik.12 Bullatacin yang juga termasuk golo-
ngan acetogenin terbukti dapat meng-
induksi apoptosis (kematian sel terpro-
gram) pada hepatoma.13 Pada beberapa 
waktu yang lalu, berita daun sirsak dapat 
menyembuhkan kanker sangat meluas na-
mun penelitian yang sudah dilakukan baru 
sampai pada tahap in vitro. Oleh karena 
itu, dilakukan penelitian in vivo untuk 
membuktikannya menggunakan hewan co-
ba tikus untuk uji antikanker.14
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Penelitian ini menelusuri potensi daun 
sirsak sebagai agen antiproliferatif dan pe-
micu apoptosis pada tikus terinduksi 7,12-
dimetilbenz[a]antracene (DMBA).  

Metode 
Bahan uji karsinogenesis 

Daun sirsak (Annona muricata Linn.) 
didapatkan dari daerah Tangerang Selatan 
dan dikeringkan menggunakan oven de-
ngan suhu tidak lebih dari 60ºC. Bahan un-
tuk pembuatan preparat histopatologi de-
ngan Haematoksilin Eosin adalah sebagai 
berikut:formalin 10%  (Asia Lab), xylene, 
etanol absolut (Gibco), mayer hematoksi-
lin (Sigma), eosin (Sigma), poly L lysin 
(Sigma), phosphate buffer saline (PBS) 
(Sigma), hidrogen peroksida, citrate 
buffer, normal serum, antibodi COX dan 
VEGF, Biotinylated Goat Anti-polyvalent, 
DAB (Sigma), streptavidine, aquadest 
(Asia Lab), balsem Kanada. Bahan untuk 
pemeriksaan aktivitas proliferasi dengan 
metode AgNOR adalah preparat histologi 
jaringan hepar, xylene, buffer sodium 
sitrat, larutan natrium tiosulfat 5%, larutan 
pengecatan perak (1 bagian volume ge-
latin, 2% dalam asam formiat 1% dan 2 
bagian larutan perak nitrat 50%).  

Hewan coba 

Hewan uji yang digunakan adalah 30 
ekor tikus betina galur Sprague Dawley 
umur ±40 hari15 dengan berat badan 30-60 
gram, diperoleh dan dipelihara di labora-
torium hewan coba Pusat Biomedis dan 
Teknologi Dasar Kesehatan, Badan Pene-
litian dan Pengembangan Kesehatan, Ke-
mentrian Kesehatan. Ketentuan besar sam-
pel dihitung berdasarkan rumus:16

(t-1) (r-1) ≥ 15 

Keterangan: 

 t = banyaknya kelompok perlakuan (t=5) 
 r = jumlah replikasi/ jumlah sampel dalam

 satu kelompok (sehingga r ≥5) 

Desain penelitian 

Penelitian ini memiliki desain pene-
litian eksperimental. 

Tempat penelitian 

Penelitian dilakukan di laboratorium 
hewan coba Pusat Biomedis dan Teknologi 
Dasar Kesehatan, Badan Litbangkes se-
lama delapan bulan.  

Ekstraksi daun sirsak (Annona muricata 
Linn.) 

Simplisia kering diblender kasar dan 
diekstraksi menggunakan metode rema-
serasi menggunakan etanol 96%.12Proses 
remaserasi yang dilakukan adalah satu ba-
gian simplisia dibasahi dengan dua puluh 
bagian etanol 96% dan ditutup selama tiga 
hari terlindung dari cahaya dengan diaduk 
setiap harinya. Setelah tiga hari, hasil 
maserasi diserkai dan disaring dua kali 
menggunakan kain dan kertas Wheatman 
sehingga tidak ada ampas yang terikut. 
Ampas dibasahi kembali dengan sepuluh 
bagian etanol 96% dan ditutup dua hari 
terlindung dari cahaya dan diaduk setiap 
harinya. Maserat disaring menggunakan 
kertas saring. Maserat yang didapatkan ke-
mudian diuapkan menggunakan rotary 
evaporator hingga didapatkan ekstrak 
kental daun sirsak.17 Untuk pembuatan 
model kanker hepar digunakan DMBA           
(Sigma). 

Induksi karsinogenesis menggunakan 
DMBA dan perlakuan dengan ekstrak da-
un sirsak 

Tiga puluh ekor tikus betina umur 40 
hari dibagi menjadi 5 kelompok secara 
random. Kelompok I digunakan sebagai 
kelompok kontrol negatif, diberi makanan 
pelet dan diberikan larutan CMC-Na 0,5% 
selama proses perlakuan. Kelompok II me-
rupakan kelompok kontrol DMBA, yang 
diberikan DMBA (20 mg/kgBB yang 
dilarutkan dengan minyak jagung) selama  
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insiden yang tinggi di dunia dan semakin 
meningkat setiap tahunnya. Menurut 
WHO, jumlah penderita kanker setiap
tahun bertambah sekitar tujuh juta orang,
dan dua per tiga di antaranya berada di ne-
gara-negara yang sedang berkembang. Jika
tidak dikendalikan, diperkirakan 26 juta
orang akan menderita kanker dan 17 juta
orang meninggal karena kanker pada tahun 
2030. Ironisnya, menurut Union for Inter-
national Cancer Control tahun 2009, ke-
jadian ini akan terjadi lebih cepat di negara
miskin dan berkembang.1 Di Amerika Se-
rikat, lebih dari 12.000 jumlah kematian
per tahun terkait dengan kanker hepar.2
Berdasarkan hasil Riset Kesehatan Dasar 
(Riskesdas) tahun 2013, prevalensi kanker 
di Indonesia adalah 1,4 per 1000.3 Di 
Indonesia, insiden kanker pada laki-laki 
adalah 11:100.000, wanita 3:100.000 pen-
duduk, dan kanker hepar merupakan  pe-
nyebab kanker ketiga terbesar untuk laki-
laki.4 Tingkat insidens kanker hepar pada
laki-laki tiga kali lebih tinggi daripada wa-
nita dan dari tahun 2005-2009 angka insi-
dens meningkat menjadi 2,3% per tahun 
pada laki-laki dan 1,3% pada wanita.5

Sebanyak 80% dari 30.640 kasus 
kanker hepar yang diperkirakan terjadi di 
Amerika Serikat merupakan kasus hepato-
cellular carcinoma (HCC) yang terbentuk 
dari sel hepatosit yang merupakan tipe sel
paling banyak yang terdapat di hepar. 
Beberapa gejala umum kanker hepar
adalah sakit pada bagian perut, kehilangan 
berat badan, kehilangan nafsu makan,
jaundice/kulit berwarna kuning, dan de-
mam. Selain itu terjadi pembesaran vo-
lume hepar. Beberapa faktor risiko kanker 
hepar adalah sirosis yang diakibatkan kon-
sumsi alkohol, hepar berlemak yang di-
akibatkan obesitas pada komunitas yang
nonalkoholik, serta infeksi kronis virus
hepatitis B dan C (HBC dan HCV).5

Umumnya pengobatan kanker dilakukan 
dengan mengangkat jaringan kanker 
dengan operasi atau dengan mematikan sel 
kanker. Kedua cara ini tidak dapat meng-
atasi kanker yang sudah mengalami 
metastasis. Pengangkatan jaringan kanker 
pada umumnya tidak bisa tuntas meng-
hilangkan kanker karena kemungkinan ada
jaringan yang masih tertinggal dan dapat 
tumbuh menjadi jaringan kanker baru.
Terapi kemoterapi dan radioterapi kurang
selektif dalam membunuh sel kanker, 
seringkali sel normal juga ikut rusak dan 
mati sehingga tidak aman untuk sel
normal.6 Oleh karena itu, pilihan peng-
obatan baru yang aman, efektif dan selektif 
untuk penyakit kanker sangat penting un-
tuk diteliti.7 Penemuan obat baru anti-
kanker yang dilakukan dengan mengeks-
plorasi bahan alam sangat berpotensi untuk 
dikembangkan.8

Penelitian-penelitian sebelumnya me-
nunjukkan senyawa-senyawa dalam ta-
naman dapat menghambat atau bahkan
membunuh sel kanker sehingga berpotensi
sebagai agen antikanker.9 Salah satu ta-
naman yang berpotensi sebagai antikan-
ker adalah daun sirsak (Annona muricata
L.). Daun sirsak mengandung senyawa 
golongan acetogenin, minyak esensial,
reticuline, loreximine, coclaurine, anno-
murine, dan higenamine. Golongan se-
nyawa acetogenin adalah komponen fito-
kimia dalam daun sirsak yang memiliki
potensi sebagai antikanker10,11 dan daun
sirsak mengandung hingga 17 senyawa
acetogenin yang memiliki efek sitotok-
sik.12 Bullatacin yang juga termasuk golo-
ngan acetogenin terbukti dapat meng-
induksi apoptosis (kematian sel terpro-
gram) pada hepatoma.13 Pada beberapa
waktu yang lalu, berita daun sirsak dapat 
menyembuhkan kanker sangat meluas na-
mun penelitian yang sudah dilakukan baru 
sampai pada tahap in vitro. Oleh karena
itu, dilakukan penelitian in vivo untuk 
membuktikannya menggunakan hewan co-
ba tikus untuk uji antikanker.14
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proses induksi karsinogenesis dan diberi-
kan pelet saja selama proses perlakuan. 
Kelompok III, IV, dan V merupakan 
kelompok ekstrak dengan dosis 200 
mg/kgBB, 400 mg/kgBB, dan 800 
mg/kgBB yang diberikan selama proses 
perlakuan. Induksi menggunakan DMBA 
dilakukan pada kelompok kontrol DMBA 
dan ekstrak selama lima minggu pertama 
(minggu ke-0 s/d ke-5) secara oral meng-
gunakan sonde dua kali seminggu (hari ke-
1 dan ke-4). Pada dua minggu berikutnya 
(minggu ke-6 dan ke-7) kelima kelompok 
tidak diberikan perlakuan untuk menunggu 
tum-buhnya tumor namun tetap diberikan 
ma-kan dan minum ad libitum dan selama 
17 hari berikutnya dilakukan pemberian 
CMC-Na 0,5% pada kelompok I dan 
ekstrak daun sirsak pada kelompok III,IV, 
dan V. Pada akhir perlakuan, seluruh tikus 
dikorbankan menggunakan ketamine dan 
dilakukan pengambilan organ hepar.12,14 

Keseluruhan proses uji in vivo terdapat da-
lam Gambar 1.  

Pewarnaan dan pemeriksaan histopatologi 
dengan Haematoksilin Eosin (HE) 

Pembuatan pewarnaan Haematoksilin 
Eosin dilakukan melalui enam tahap per-
lakuan, yaitu fiksasi, dehidrasi, clearing, 
infiltrasi, embedding, dan sectioning. Pe-
ngamatan dilakukan terhadap gambaran 
mikroskopis sel hepar berupa perubahan 
gambaran sel normal-abnormal lalu dike-
lompokkan dan diskoring (skor 0 untuk 
nilai normal dan skor 1 untuk nilai ab-
normal). Pengamatan dilakukan sebanyak 
10 lapang pandang. 
Pewarnaan dan pemeriksaan histopatologi 
dengan pewarnaan AgNOR 

Pewarnaan AgNOR dilakukan dengan 
cara preparat histologi jaringan hepar di-
imersikan dalam buffer sodium sitrat (pH 
6,0) kemudian diinkubasi dalam autoklaf  

pada suhu 120°C (tekanan 1,1-1,2) selama 
20 menit.  

Setelah didinginkan sampai suhu 37ºC, 
slide kemudian diimersikan ke dalam 
larutan pengecatan perak yang terdiri dari 
1 bagian volum gelatin 2% dalam asam 
formiat 1% dan 2 bagian larutan perak 
nitrat 25% dalam lingkungan yang ter-
kontrol suhunya yaitu pada suhu 37°C se-
lama 11 menit. Reaksi dihentikan dengan 
mencuci slide menggunakan aqua bi-
destilata dan di dehidrasi menggunakan e-
tanol 96% dengan konsentrasi yang di-
naikkan secara bertingkat, dibersihkan de-
ngan xylene dan ditempelkan pada resin.  

Pemeriksaan dilakukan secara kuanti-
tatif yaitu dengan menghitung black dot 
yang dikonversikan ke nilai mAgNOR. 
Pengamatan black dot dilakukan sebanyak 
10 lapang pandang dengan mikroskop 
cahaya perbesaran 1000X dalam minyak 
imersi. Hasil perhitungan black dot dikon-
versikan ke nilai mAgNOR, yaitu jumlah 
seluruh black dot pada 250 sel kemudian 
diratarata dengan cara membagi jumlah 
seluruh black dot dengan jumlah sel yang 
diamati. 
Analisis Data 

Data dianalisis secara statistik meng-
gunakan oneway ANOVA, dengan syarat 
bila jumlah black dot di tiap-tiap kelom-
pok terdistribusi normal dengan variasi ho-
mogen. Uji normalitas dan homogenitas-
nya menggunakan Kolmogorov Smirnov 
dilanjutkan dengan uji Tuckey. Tingkat 
kepercayaan ditentukan 95%. 

Persetujuan Etik 

Penelitian ini sudah disetujui oleh 
Komisi Etik Badan Litbangkes dengan no-
mor persetujuan etik KE.01.03/EC/151/-
2012. 
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Gambar 1.Alur Penelitian 

+

Peng
obatan +-

Masa menunggu tumbuhnya 
kanker selama 2 minggu. 

30 ekor tikus Sprague Dawley berusia 40 hari dibagi menjadi 5 kelompok 

4 kelompok dengan pemejanan 
DMBA (induksi tumor) selama 5 minggu 

1 kelompok TANPA pemejanan 
DMBA selama 5 minggu                 

-

KEL. II 
Kelompok kontrol 
DMBA 

Kelompok dengan 
pemberian ekstrak 
daun sirsak 

KEL. III 
Kelompok ekstrak 
dosis 200 mg/kgBB 

KEL. IV 
Kelompok ekstrak 
dosis 400 mg/kgBB 

KEL. I 
Kelompok kontrol negatif 
(pemberian CMC-Na) 

KEL. V 
Kelompok ekstrak 
dosis 800 mg/kgBB 

     Adaptasi hewan coba selama  1 minggu 

Pemberian ekstrak daun sirsak pada 
kelompok III-V selama 17 hari 

Pengorbanan dengan penyuntikan 
ketamin dan pengambilan organ 

Makroskopis: 
Palpasipada organ hepar 

Mikroskopis : 
1. Gambaran histopatologi dengan HE
2. Jumlah black dot

Data: 
1. Gambaran histopatologi
2. Jumlah black dot

Data: 
1. Ada/tidaknya tumor.
2. Menghitung ukuran tumor
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proses induksi karsinogenesis dan diberi-
kan pelet saja selama proses perlakuan. 
Kelompok III, IV, dan V merupakan
kelompok ekstrak dengan dosis 200 
mg/kgBB, 400 mg/kgBB, dan 800 
mg/kgBB yang diberikan selama proses
perlakuan. Induksi menggunakan DMBA 
dilakukan pada kelompok kontrol DMBA 
dan ekstrak selama lima minggu pertama
(minggu ke-0 s/d ke-5) secara oral meng-
gunakan sonde dua kali seminggu (hari ke-
1 dan ke-4). Pada dua minggu berikutnya
(minggu ke-6 dan ke-7) kelima kelompok 
tidak diberikan perlakuan untuk menunggu
tum-buhnya tumor namun tetap diberikan
ma-kan dan minum ad libitum dan selama
17 hari berikutnya dilakukan pemberian
CMC-Na 0,5% pada kelompok I dan
ekstrak daun sirsak pada kelompok III,IV,
dan V. Pada akhir perlakuan, seluruh tikus 
dikorbankan menggunakan ketamine dan
dilakukan pengambilan organ hepar.12,14

Keseluruhan proses uji in vivo terdapat da-
lam Gambar 1. 

Pewarnaan dan pemeriksaan histopatologi 
dengan Haematoksilin Eosin (HE)

Pembuatan pewarnaan Haematoksilin 
Eosin dilakukan melalui enam tahap per-
lakuan, yaitu fiksasi, dehidrasi, clearing, 
infiltrasi, embedding, dan sectioning. Pe-
ngamatan dilakukan terhadap gambaran 
mikroskopis sel hepar berupa perubahan
gambaran sel normal-abnormal lalu dike-
lompokkan dan diskoring (skor 0 untuk 
nilai normal dan skor 1 untuk nilai ab-
normal). Pengamatan dilakukan sebanyak
10 lapang pandang.

Pewarnaan dan pemeriksaan histopatologi
dengan pewarnaan AgNOR

Pewarnaan AgNOR dilakukan dengan
cara preparat histologi jaringan hepar di-
imersikan dalam buffer sodium sitrat (pH
6,0) kemudian diinkubasi dalam autoklaf

pada suhu 120°C (tekanan 1,1-1,2) selama
20 menit. 

Setelah didinginkan sampai suhu 37ºC,
slide kemudian diimersikan ke dalam
larutan pengecatan perak yang terdiri dari 
1 bagian volum gelatin 2% dalam asam
formiat 1% dan 2 bagian larutan perak
nitrat 25% dalam lingkungan yang ter-
kontrol suhunya yaitu pada suhu 37°C se-
lama 11 menit. Reaksi dihentikan dengan 
mencuci slide menggunakan aqua bi-
destilata dan di dehidrasi menggunakan e-
tanol 96% dengan konsentrasi yang di-
naikkan secara bertingkat, dibersihkan de-
ngan xylene dan ditempelkan pada resin. 

Pemeriksaan dilakukan secara kuanti-
tatif yaitu dengan menghitung black dot
yang dikonversikan ke nilai mAgNOR. 
Pengamatan black dot dilakukan sebanyak
10 lapang pandang dengan mikroskop 
cahaya perbesaran 1000X dalam minyak
imersi. Hasil perhitungan black dot dikon-
versikan ke nilai mAgNOR, yaitu jumlah 
seluruh black dot pada 250 sel kemudian 
diratarata dengan cara membagi jumlah 
seluruh black dot dengan jumlah sel yang
diamati.

Analisis Data

Data dianalisis secara statistik meng-
gunakan oneway ANOVA, dengan syarat
bila jumlah black dot di tiap-tiap kelom-
pok terdistribusi normal dengan variasi ho-
mogen. Uji normalitas dan homogenitas-
nya menggunakan Kolmogorov Smirnov 
dilanjutkan dengan uji Tuckey. Tingkat
kepercayaan ditentukan 95%.

Persetujuan Etik

Penelitian ini sudah disetujui oleh
Komisi Etik Badan Litbangkes dengan no-
mor persetujuan etik KE.01.03/EC/151/-
2012.
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Hasil dan Pembahasan 
Penelitian ini bertujuan untuk meng-

eksplorasi ekstrak etanolik daun sirsak 
sebagai antiproliferasi pada tikus putih 
terinduksi DMBA. DMBA merupakan 
hidrokarbon polisiklik aromatik yang di-
oksidasi menjadi 7,12-DMBA-3,4 oksida 
oleh enzim sitokrom P450 (CYP) yang 
akan dihidrolisis menjadi bentuk diolnya 
dan dioksidasi kembali oleh sitokrom P450 
menjadi 7,12-DMBA-3,4 oksidadio l-1,2 
epoksida yang merupakan karsinogen.18 
Metabolit DMBA bersifat toksik dan 
menyebabkan stress oksidatif yang akan 
mengarah kepada kerusakan struktur sel 
dan dapat menyebabkan nekrosis sel.19 
Pemberian DMBA menyebabkan pening-
katan laktat dehidrogenase yang diikuti de-
ngan nekrosis.20 Pada penelitian ini, 
sebanyak 501,9 gram daun sirsak me-
merlukan 10 L etanol 96% dan didapatkan 
hasil 34, 8750 gram ekstrak kental. 
Dengan demikian diperoleh rendemen 
ekstrak sebesar 6,95%. 

Pengamatan sel hepar tikus mengguna-
kan pewarnaan Haematoksilin Eosin (HE) 
yang dimaksudkan untuk melihat gam-
baran histopatologi organ hepar dari ke-
lima kelompok tikus. Hasil pembacaan 
histopatologi menunjukkan pada kelompok 
kontrol negatif struktur hepatosit teratur, 
inti sel monokromatik berwarna biru, gam-
baran mikroskopik sel hepar merupakan 
gambaran normal dari sel hepar dengan 
ciri-ciri hepatosit tersusun secara teratur 
dan inti sel bewarna biru. Pada kelompok 
kontrol positif (DMBA) terjadi ab-
normalitas sel berupa pelebaran sinusoid 
diffus (perilobular, midzona, sentro-
lobuler) dan struktur hepatosit terlihat 
mengecil serta terjadi fokus degenerasi dan 
nekrosis, inti sel pecah (multiple nukleoli). 
Dengan perubahan seperti yang diuraikan 
sebelumnya dapat dikatakan pada kelom-
pok kontrol positif terjadi abnormalitas sel 
hepar yang dikenal acute diffuse severe  

hepatic necrosis. Pada kelompok dosis 200 
mg/kg BB terjadi pelebaran sinusoid 
diffuse, struktur hepatosit masih teratur 
namun tampak mengecil, serta  bentuk inti 
sel monokromatik (normal), fokal 
degenerasi hepatosit. Perubahan yang 
terjadi disebut moderate and acute 
multifocal hepatic degeneration. Pada 
kelompok dosis 400 mg/kg BB terjadi 
pelebaran sinusoid diffuse, struktur 
hepatosit tidak teratur, degenerasi dan 
fokus nekrosis hepatosit,  inti sel terlihat 
pecah. Pada kelompok ini inti sel sudah 
tidak monokromatik lagi karena inti sel 
telah pecah, tapi masih dikatakan moderate 
and acute multifocal hepatic degeneration. 
Pada kelompok dosis 800 mg/kg BB ter-
jadi pelebaran sinusoid diffuse, namun 
struktur hepatosit masih teratur, degenerasi 
nekrosis hepatosit, tingkat keparahan sama 
dengan kelompok dosis 400 mg/kgBB 
(Gambar 2). 

Gambar 2 menunjukkan bagaimana 
DMBA dapat menyebabkan perubahan 
struktur sel hepatosit dan memicu ter-
jadinya nekrosis. Pada Gambar 2 juga ter-
lihat ekstrak daun sirsak mampu me-
ngurangi tingkat abnormalitas sel hepar 
dari severe pada kelompok kontrol DMBA 
menjadi moderate pada kelompok ekstrak. 
Namun demikian, ekstrak daun sirsak be-
lum mampu memulihkan secara total ab-
normalitas sel yang rusak akibat DMBA. 
Penelitian terkait karsinogenesis yang di-
lakukan oleh Alisah dkk. yang meng-
gunakan induksi DMBA juga menunjuk-
kan bahwa DMBA mampu menyebabkan 
nekrosis dan tumor hepar.21 

Secara statistik, data diuji homoge-
nitasnya dengan uji Kolmogorov Smirnov 
dan menunjukkan bahwa data terdistribusi 
normal, dengan nilai signifikansi homoge-
nity of variances sebesar 0,577. Karena 
data yang dianalisis terdistribusi normal, 
digunakan metode statistik parametrik  
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dengan uji One Way ANOVA. Hasil 
analisis menunjukkan DMBA mampu me-
nyebabkan abnormalitas pada sel normal 
dan masih terdapat abnormalitas sel pada 
kelompok ekstrak akibat pemberian 
DMBA. Kemampuan ekstrak meningkat 
sesuai dosis dan menunjukkan efek yang 
bermakna jika dibandingkan dengan ke-
lompok kontrol DMBA. Selain itu, ke-
lompok ekstrak mampu mengurangi ting-
kat abnormalitas akibat pemaparan DMBA 
namun belum mampu mengembalikan 
abnormalitas sel ke kondisi normal (Tabel 
1). 

Selain pengamatan histopatologi,pada 
penelitian ini juga dilakukan pengamatan 
proliferasisel dengan melakukan penghi-
tungan skor AgNOR untuk membedakan 
antara hepar yang normal dan hepar yang 
terinsidensi tumor. Untuk menentukan ak-
tivitas proliferasi sel tumor, maka di-
lakukan teknik pewarnaan perak (AgNOR) 
pada NOR (Nuclear Organizer Region). 
NOR  adalah pita DNA pada tangan pen-
dek kromosom akrosentrik yang ber-
hubungan dengan aktivitas genribosomal 
RNA, sintesis protein, dan proliferasi sel. 
Preparat AgNOR digunakan untuk meng-
amati tingkat proliferasi sel hepar baik 
yang terkena tumor ataupun normal 
(Gambar 3). 

Secara statistik, data diuji homo-
genitasnya dengan uji Kolmogorov Smir-
nov dan menunjukkan bahwa data jumlah 
black dot terdistribusi normal, dengan nilai 
signifikansi homogenity of variances se-
besar 0,986. 

Hasil analisis statistik One Way ANO-
VA dan Post Hoc Test Uji Tuckey HSD 
taraf kepercayaan 95% menunjukkan 
bahwa angka mAgNOR hepar antara 
kelompok kontrol positif berbeda signi-
fikan dengan angka mAgNOR kelompok 
perlakuan kontrol negatif dan kelompok 
ekstrak dosis 200 mg/kgBB, 400 
mg/kgBB, dan 800 mg/kgBB. Hal ini me- 

nandakan aktivitas proliferasi yang paling 
tinggi terjadi pada kelompok perlakuan 
DMBA. Angka mAgNOR antara kelom-
pok kontrol negatif dan kelompok ekstrak 
800 mg/kgBB tidak berbeda signifikan, 
artinya aktivitas proliferasi antara keempat 
kelompok tersebut mendekati sama se-
dangkan angka mAgNOR antara kelompok 
kontrol negatif dengan kelompok ekstrak 
200 dan 400 mg/kgBB berbeda signifikan 
yang memiliki arti ekstrak dengan kedua 
dosis ini mampu menurunkan tingkat 
proliferasi sel namun tidak dapat mengem-
balikan aktivitas proliferasi sel ke tingkat 
normalnya seperti kelompok ekstrak 800 
mg/kgBB (Tabel 2). 

Penelitian in vitro sebelumnya menun-
jukkan golongan senyawa acetogenin 
mampu berperan sebagai sitotoksik12 dan 
salah satu senyawanya, bullatacin, mampu 
menginduksi apoptosis (kematian sel 
terprogram) pada hepatoma.13 Pada pe-
nelitian ini ekstrak daun sirsak yang me-
ngandung senyawa golongan acetogenin 
mampu menurunkan angka blackdot secara 
signifikan jika dibandingkan dengan 
kelompok kontrol DMBA. Kanker sendiri 
merupakan penyakit yang kompleks dan 
melibatkan banyak sekali protein re-
gulator yang terlibat pada jenis kanker 
yang berbeda. Pada penelitian ini me-
nunjukkan bahwa mekanisme ekstrak daun 
sirsak salah satunya adalah menghambat 
tingkat proliferasi sel kanker hepar. Salah 
satu mekanisme molekuler yang terlibat 
da-lam kerja ekstrak daun sirsak adalah 
dengan menghambat protein Bcl-2 yang 
merupakan salah satu protein anti-
apoptosis. Pada penelitian sebelumnya 
menggunakan metode in silico  me-
nunjukkan bahwa asimicin, bullatacin, dan 
annonacin yang merupakan acetogenin 
dalam daun sirsak dapat bertindak sebagai 
inhibitor Bcl-2 sehingga acetogenin dapat 
berperan sebagai senyawa yang memicu 
apoptosis sel kanker.22 Selain itu, golongan 
acetogenin juga dapat menghambat 
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Hasil dan Pembahasan
Penelitian ini bertujuan untuk meng-

eksplorasi ekstrak etanolik daun sirsak
sebagai antiproliferasi pada tikus putih 
terinduksi DMBA. DMBA merupakan
hidrokarbon polisiklik aromatik yang di-
oksidasi menjadi 7,12-DMBA-3,4 oksida
oleh enzim sitokrom P450 (CYP) yang 
akan dihidrolisis menjadi bentuk diolnya
dan dioksidasi kembali oleh sitokrom P450
menjadi 7,12-DMBA-3,4 oksidadio l-1,2
epoksida yang merupakan karsinogen.18

Metabolit DMBA bersifat toksik dan 
menyebabkan stress oksidatif yang akan
mengarah kepada kerusakan struktur sel
dan dapat menyebabkan nekrosis sel.19

Pemberian DMBA menyebabkan pening-
katan laktat dehidrogenase yang diikuti de-
ngan nekrosis.20 Pada penelitian ini,
sebanyak 501,9 gram daun sirsak me-
merlukan 10 L etanol 96% dan didapatkan
hasil 34, 8750 gram ekstrak kental. 
Dengan demikian diperoleh rendemen
ekstrak sebesar 6,95%.

Pengamatan sel hepar tikus mengguna-
kan pewarnaan Haematoksilin Eosin (HE)
yang dimaksudkan untuk melihat gam-
baran histopatologi organ hepar dari ke-
lima kelompok tikus. Hasil pembacaan
histopatologi menunjukkan pada kelompok
kontrol negatif struktur hepatosit teratur,
inti sel monokromatik berwarna biru, gam-
baran mikroskopik sel hepar merupakan
gambaran normal dari sel hepar dengan
ciri-ciri hepatosit tersusun secara teratur
dan inti sel bewarna biru. Pada kelompok
kontrol positif (DMBA) terjadi ab-
normalitas sel berupa pelebaran sinusoid 
diffus (perilobular, midzona, sentro-
lobuler) dan struktur hepatosit terlihat 
mengecil serta terjadi fokus degenerasi dan
nekrosis, inti sel pecah (multiple nukleoli). 
Dengan perubahan seperti yang diuraikan
sebelumnya dapat dikatakan pada kelom-
pok kontrol positif terjadi abnormalitas sel
hepar yang dikenal acute diffuse severe

hepatic necrosis. Pada kelompok dosis 200
mg/kg BB terjadi pelebaran sinusoid 
diffuse, struktur hepatosit masih teratur 
namun tampak mengecil, serta  bentuk inti
sel monokromatik (normal), fokal
degenerasi hepatosit. Perubahan yang 
terjadi disebut moderate and acute
multifocal hepatic degeneration. Pada
kelompok dosis 400 mg/kg BB terjadi
pelebaran sinusoid diffuse, struktur 
hepatosit tidak teratur, degenerasi dan
fokus nekrosis hepatosit,  inti sel terlihat
pecah. Pada kelompok ini inti sel sudah
tidak monokromatik lagi karena inti sel 
telah pecah, tapi masih dikatakan moderate
and acute multifocal hepatic degeneration. 
Pada kelompok dosis 800 mg/kg BB ter-
jadi pelebaran sinusoid diffuse, namun 
struktur hepatosit masih teratur, degenerasi
nekrosis hepatosit, tingkat keparahan sama
dengan kelompok dosis 400 mg/kgBB
(Gambar 2).

Gambar 2 menunjukkan bagaimana
DMBA dapat menyebabkan perubahan
struktur sel hepatosit dan memicu ter-
jadinya nekrosis. Pada Gambar 2 juga ter-
lihat ekstrak daun sirsak mampu me-
ngurangi tingkat abnormalitas sel hepar 
dari severe pada kelompok kontrol DMBA
menjadi moderate pada kelompok ekstrak. 
Namun demikian, ekstrak daun sirsak be-
lum mampu memulihkan secara total ab-
normalitas sel yang rusak akibat DMBA.
Penelitian terkait karsinogenesis yang di-
lakukan oleh Alisah dkk. yang meng-
gunakan induksi DMBA juga menunjuk-
kan bahwa DMBA mampu menyebabkan
nekrosis dan tumor hepar.21

Secara statistik, data diuji homoge-
nitasnya dengan uji Kolmogorov Smirnov 
dan menunjukkan bahwa data terdistribusi 
normal, dengan nilai signifikansi homoge-
nity of variances sebesar 0,577. Karena
data yang dianalisis terdistribusi normal, 
digunakan metode statistik parametrik
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Proliferasi sel pada fase G1.11 Namun de-
mikian, berdasarkan hasil penelitian ini 
masih diperlukan pemurnian terhadap go-
longan senyawa acetogenin sehingga efek 
antiproliferasi yang terjadi dapat lebih baik 
sehingga bisa didapatkan dosis terapetik 
yang sesuai dan masih dibutuhkan waktu 

pemberian ekstrak yang lebih lama untuk 
mendapatkan hasil yang maksimal. Berda-
sarkan data-data penelitian, ekstrak daun 
sirsak menjanjikan sebagai agen anti-
proliferasi pada kanker hepar pada dosis 
200,400, dan 800 mg/kg BB.   

Kelompok kontrol 
negatif (CMC-Na 0,5%) 

Kelompok kontrol 
positif (DMBA) 

Kelompok ekstrak dosis 
200 mg/kgBB 

Kelompok ekstrak 
dosis 400 mg/kgBB 

Kelompok ekstrak 
dosis 800 mg/kgBB 

Gambar 2. Hasil pewarnaan Haematoksilin-Eosin kelima kelompok percobaan. 
Pembacaan dilakukan dengan pembesaran 

Tabel 1.Hasil skoring pengamatan histopatologi organ hepar 

Kelompok Tikus Rata-rata skor  ± SD organ 
Hepar 

Kontrol Negatif 0.0000 ± 0.0000* 
Kontrol DMBA 1.0000 ± 0.0000 a 
Ekstrak 200mg/kgBB 0.8400 ± 0.0894* a 
Ekstrak 400mg/kgBB 0.5600 ± 0.0548* a 
Ekstrak 800mg/kgBB 0.3400 ± 0.0548* a 
Cat: * ada perbedaan bermakna dibandingkan kontrol positif 

a ada perbedaan bermakna dibandingkan kontrol negatif 
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Gambar 3. Hasil perwarnaan AgNOR pada kelima kelompok  percobaan.Pembacaan 
dilakukan dengan pembesaran 1000× 

Tabel 2.Hasil analisis mAgNOR hepar menggunakan One way Anova 

Kelompok Tikus Rata-rata blackdot ± SD pada 
Organ Hepar 

Kontrol Negatif 1.195 ± 0.1393* 
Kontrol Positif 2.484 ± 0.2509 a 
Ekstrak 200mg/kgBB 1.965 ± 0.1685* a 
Ekstrak 400mg/kgBB 1.838 ± 0.2194* a 
Ekstrak 800mg/kgBB 1.451 ± 0.1440* 

Cat: * ada perbedaan bermakna dibandingkan kontrol positif
a ada perbedaan bermakna dibandingkan kontrol negatif 

Kelompok I (kontrol 
negatif) Kelompok II (kontrol 

DMBA) 

Kelompok III (ekstrak 200 
mg/kgBB) 

Kelompok IV (400 
mg/kgBB) Kelompok V (ekstrak 

800 mg/kgBB) 
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Kesimpulan dan Saran 
Ekstrak daun sirsak mampu meng-

hambat proliferasi sel tumor hepar secara 
bermakna pada tikus putih yang diinduksi 
7,12-di-metilbenz [a] antracene pada dosis 
200, 400, dan 800 mg/kg BB dengan efek 
meningkat sesuai dosis. Adapun saran dari 
penelitian adalah perlunya pemurnian 
senyawa acetogenin sehingga didapatkan 
dosis terapetiknya. 
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Kesimpulan dan Saran
Ekstrak daun sirsak mampu meng-

hambat proliferasi sel tumor hepar secara
bermakna pada tikus putih yang diinduksi
7,12-di-metilbenz [a] antracene pada dosis
200, 400, dan 800 mg/kg BB dengan efek
meningkat sesuai dosis. Adapun saran dari
penelitian adalah perlunya pemurnian
senyawa acetogenin sehingga didapatkan
dosis terapetiknya.
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