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Abstract

Long-term consumption or overdose of paracetamol can induce liver damage characterized by increased measure of
liver malondialdehyde (MDA). The methanol extract of laban tree bark (Vitex pubescens Vahl) contains antioxidant
compounds such as flavonoids, tannins, and saponins that have potential as hepatoprotectors. This study aims to
determine the optimal dose of methanol extract of V. pubescens tree bark to reduce liver MDA levels of mice after
being induced by toxic dose of paracetamol (TDP). This study uses a completely randomized design (CRD) and 35
male Swiss strain mice aged 2,5-3 months. The treatments given consisted of normal control (aquades); negative control
(TDP 105 mg/kg weight); positive control (vitamin E 48.6 mg/kg weight) and methanol extract of V. pubescens tree
bark (75 mg/kg weight; 150 mg/Kg weight; 300 mg/kg weight and 600 mg/kg weight). Based on the research results,
mice that were given an extract dose of 600 mg/kg weight showed a liver MDA levels of 0.68+0.24 nmol/mL which
was close to the liver MDA levels of positive control mice, which was 0.62+0.12 nmol/mL.
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PENDAHULUAN

Parasetamol merupakan obat antipiretik dan
analgetik yang bekerja langsung di sistem saraf
pusat namun memiliki antiinflamasi yang lemah.
Mekanisme aksi utama parasetamol adalah
inhibisi enzim cyclooxygenase (COX) yaitu COX-
3 di korteks serebri otak, lebih selektif terhadap
COX-2 dan mampu menekan produksi PGE2
yaitu mediator saraf menuju hipotalamus untuk
menurunkan panas dan meningkatkan ambang
rasa nyeri tanpa menurunkan kesadaran (Smith et
al., 2011; Mattia & Coluzzi, 2009).

Parasetamol diserap dengan baik di usus halus,
selang waktu % jam obat akan mencapai
konsentrasi tertinggi dalam plasma dan waktu
paruh plasma berlangsung 1-3 jam. Sekitar 25%
parasetamol akan berikatan dengan protein plasma
dan sisanya akan dimetabolisme di hepar
(Wilmana & Gan, 2012). Melalui jalur
glukoronidasi dan sulfatasi parasetamol akan
diubah menjadi bentuk inaktif yang lebih polar
sehingga lebih mudah diekskresikan lewat urine.
Sedangkan 5% sisanya akan dimetabolisme
melalui jalur oksidasi oleh enzim Cytochrome
P450 (CYP450) dan menghasilkan radikal bebas
N-asetil-1,4-benzoiquinone  imine  (NAPQI)
(Katzung et al., 2014). Menurut Bunchorntavakul
& Reddy (2013), radikal NAPQI memiliki
elektronegativitas yang tinggi sehingga mudah
diserang oleh nukleofil di hepar, yaitu antioksidan
glutathione (GSH). Gugus thiol (-SH) pada GSH

akan berikatan kovalen dengan NAPQI
membentuk konjugasi radikal-sistein-glisin yang
selanjutnya mengalami metabolisme lebih lajut
menjadi asam merkapturat yang akan dieliminasi
melalui ginjal.

Pada kasus toksisitas parasetamol, antioksidan
GSH dapat mengalami deplesi sehingga tubuh
rentan terhadap stres oksidatif. Target utama
radikal NAPQI selanjutnya adalah molekul-
molekul besar seperti protein, lipid maupun asam
nukleat pada hepatosit. Radikal NAPQI akan
mengoksidasi lipid membran hepatosit dan
menyebabkan rantai-rantai asam lemak terputus
yang disertai terbentuknya senyawa
malondialdehid (MDA). Senyawa MDA dapat
dijadikan sebagai biomarker laju kerusakan
oksidatif (Bunchorntavakul & Reddy, 2013).

Kerusakan oksidatif akibat overdosis parasetamol
dapat dicegah dengan memberikan antioksidan
eksogen. Penggunaan antioksidan eksogen sintetis
dibatasi pemerintah karena memiliki efek samping
yang bersifat karsinogenik (Sayuti & Yenrina,
2015). Oleh karena itu, antioksidan eksogen alami
menjadi alternatif yang sangat dibutuhkan.

Tumbuhan laban (Vitex pubescens Vahl) diketahui
berkhasiat sebagai obat. Uji antioksidan ekstrak
metanol kulit kayu V. pubescens menunjukkan
hasil positif terhadap senyawa fenolik khususnya
golongan flavonoid, tanin, dan saponin. Nilai ICsp
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dari  uji  1,1-Difenil-2-Pikrihidrazil  ekstrak
metanol kulit kayu V. pubescens adalah 19,83
pg/mL atau dikategorikan sebagai antioksidan
sangat kuat (Hermansyah et al., 2015; Jun et al.,
2003). Masyarakat Dayak Pangkodan Kalimantan
Barat dan Masyarakat Dayak Tunjung Kalimantan
Timur memanfaatkan daun dan kulit kayu V.
pubescens sebagai minuman teh yang dipercaya
dapat menyembuhkan diare, disentri dan malaria
(Adelina et al., 2014; Rinaldi et al., 2016).

Penelitian mengenai pemanfaatan ekstrak metanol
kulit kayu V. pubescens sebagai hepatoprotektor
belum pernah dilakukan. Penelitian ini bertujuan
mengetahui pengaruh pemberian ekstrak metanol
kulit kayu V. pubescens dan dosis optimal yang
dapat memperbaiki kadar MDA hepar mencit
yang diinduksi parasetamol. Penelitian ini
diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
mengenai kandungan antioksidan dan potensi
kulit kayu V. pubescens sebagai herbal yang
berkhasiat hepatoprotektif.

METODE PENELITIAN

Woaktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari-
September 2020. Pembuatan simplisia dan
ekstraksi sampel dilakukan di Workshop Wood
dan di Laboratorium Teknologi Kayu Fakultas
Pertanian. Pemberian sediaan uji dilakukan di
Laboratorium Zoologi. Pengukuran kadar MDA
hepar dilakukan di Laboratorium Kimia Fakultas
Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam,
Universitas Tanjungpura.

Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan untuk aklimasi mencit,
perlakuan sampai pembedahan organ hepar
diantaranya kandang hewan uji, sonde lambung,
spuit 1 cc, dan alat bedah. Pembuatan suspensi
sediaan uji dan sampel uji homogenat hati
menggunakan alat centrifuge merk Hettich EBA
111, vortex, hot plate, timbangan digital, peralatan
gelas laboratorium, tabung reaksi, mikropipet
berbagai ukuran, microtube, blue dan yellow tip,
kuvet, mortar dan alu. Alat untuk mengukur
absorbansi  kadar MDA  hepar  adalah
spektofotometer UV-Vis merk Genesys.

Bahan untuk membuat suspensi sediaan uji
diantaranya parasetamol 500 mg, vitamin E dalam
bentuk dl-a-tocopherylacetat merk Santa E 400
mg, ekstrak metanol kulit kayu V. pubescens,
carboxy methil cellulose (CMC-Na) 0,5%, dan

akuades. Kulit kayu V. pubescens diekstraksi
menggunakan metanol teknis. Bahan pendukung
lain untuk mengukur absorbansi kadar MDA
hepar diantaranya etanol absolute, larutan 1,1,3,3-
tetramethoxypropane  (TMP)  6M, larutan
Posphate Buffered Saline (PBS), Thiobarbituric
Acid (TBA) MERCK, Trichloroacetate (TCA)
MERCK, HCI 0,25N, kloroform, dan larutan
NaCl 0,9%.

Sampel kulit kayu V. pubescens diperoleh dari
kebun warga di Kecamatan Pontianak Selatan,
Kalimantan Barat. Hewan uji yang digunakan
yaitu mencit (Mus musculus L.) jantan galur Swiss
berusia 10-12 minggu dengan bobot tubuh 25-30
g. Mencit diperoleh dari peternakan mencit yang
berlokasi di Kota Pontianak, Kalimantan Barat.
Mencit diaklimasi selama tujuh hari di
Laboratorium Zoologi dan diberi pakan standar
dan minum secara ad libitum (Garber et al.,
2011).

Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak

Lengkap (RAL) yang terdiri atas tujuh perlakuan

dan lima ulangan yaitu kontrol normal (K1),

kontrol negatif (K2), kontrol positif (K3) dan
empat perlakuan ekstrak (L) dengan rincian
sebagai berikut:

1. K1: mencit diberi akuades pada hari ke-1
sampai 14.

2. K2: mencit diinduksi parasetamol dosis toksik
(PDT) 105 mg/kg BB pada hari ke-1 sampai 14
(Murugesh et al., 2005).

3. K3: mencit diinduksi PDT 105 mg/kg BB pada
hari ke-1 sampai 7, kemudian diberi vitamin E
dosis 46,8 mg/kg BB pada hari ke-8 sampai 14
(Jusup, 2014).

4. L1: mencit diinduksi PDT 105 mg/kg BB pada
hari ke-1 sampai 7, kemudian diberi ekstrak
metanol kulit kayu V. pubescens dosis 75
mg/kg BB pada hari ke-8 sampai 14.

5. L2: mencit diinduksi PDT 105 mg/kg BB pada
hari ke- 1 sampai 7, kemudian diberi ekstrak
metanol kulit kayu V. pubescens dosis 150
mg/Kg BB pada hari ke-8 sampai 14.

6. L3: mencit diinduksi PDT 105 mg/kg BB pada
hari ke-1 sampai 7, kemudian diberi ekstrak
metanol kulit kayu V. pubescens dosis 300
mg/Kg BB pada hari ke-8 sampai 14.

7. L4: mencit diinduksi PDT 105 mg/kg BB pada
hari ke-1 sampai 7, kemudian diberi ekstrak
metanol kulit kayu V. pubescens dosis 600
mg/Kg BB pada hari ke-8 sampai 14.
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Prosedur Kerja

Ekstraksi Kulit Kayu V. pubescens

Sampel kulit kayu V. pubescens dicuci dengan air
bersih  dan  dipotong  kecil-kecil, lalu
dikeringanginkan. Sampel dihaluskan dengan
mesin sampai menjadi simplisia. Sebanyak 0,5 kg
simplisia dimaserasi dalam 1,25 L metanol teknis
selama tiga hari pada suhu kamar. Setiap 1x24
jam dilakukan penyaringan sehingga diperoleh
maserat dan ampas. Maserat kemudian dipekatkan
menggunakan rotatory evaporator pada suhu 30-
40 °C.

Pembuatan Suspensi Parasetamol

Parasetamol digerus sampai halus dan ditimbang
sesuai takaran dosis toksik per/BB hewan uji.
Parasetamol disuspensikan dalam 1 mL CMC-Na
0,5% per/dosis untuk satu kali induksi. Suspensi
diberikan kepada mencit secara oral menggunakan
sonde lambung.

Pembuatan Suspensi Vitamin E

Vitamin E digerus sampai halus dan ditimbang
sesuai takaran dosis per/BB hewan uji. Vitamin E
disuspensikan dalam 1 mL CMC-Na 0,5%
per/dosis untuk satu kali induksi. Suspensi
diberikan kepada mencit secara oral menggunakan
sonde lambung.

Pembuatan Suspensi Ekstrak Metanol Kulit Kayu
V. pubescens

Ekstrak metanol kulit kayu V. pubescens yang
kental ditimbang sesuai takaran dosis per/BB
hewan uji. Ekstrak disuspensikan dalam 1 mL
CMC-Na 0,5% per/dosis untuk satu kali induksi.
Suspensi diberikan kepada mencit secara oral
menggunakan sonde lambung.

Pengukuran Kadar Malondialdehid (MDA) Hepar
dengan Metode TBARS-assay

Sebanyak 1,25 g hepar digerus sampai halus
dalam 5 mL larutan PBS dan dimasukkan ke

dalam microtube, selanjutnya disentrifugasi pada
kecepatan 3000 rpm selama 15 menit sampai
terbentuk supernatan jernih (homogenat) (Singh et
al., 2002). Supernatan dipipet sebanyak 1 mL ke
dalam tabung reaksi, ditambahkan 1 mL larutan
TCA 20% dan 1 mL larutan TBA 0,67%
kemudian dihomogenkan menggunakan vortex.
Campuran diinkubasi pada suhu 80-95 °C selama
45 menit dan didinginkan pada suhu ruang.
Selanjutnya supernatan disentrifugasi kembali
pada kecepatan 3000 rpm selama 15 menit. Kadar
MDA hepar diukur menggunakan spektofotometer
UV-Vis pada A 532 nm. Hasil pengukuran
absorbansi MDA  hepar dihitung untuk
mengetahui hubungan antara konsentrasi MDA
(nmol/mL) dan absorbansi larutan standar yang
akan disajikan dalam bentuk kurva standar dengan
persamaan garis lurus (Yagi, 1994).

Analisis Data

Hasil pengukuran kadar MDA hepar dianalisis
dengan ANAVA satu jalur menggunakan software
SPSS 25.0 dan variasi pada tiap perlakuan
dilanjutkan dengan uji Duncan’s Multiple Range
Test dengan taraf kepercayaan 95%. Data
disajikan dalam bentuk rerata * standar deviasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Induksi oral parasetamol dosis toksik (PDT) 105
mg/kg BB selama tujuh hari pada mencit
menyebabkan kerusakan hepar yang ditandai
dengan meningkatnya kadar MDA hepar.
Pemberian ekstrak metanol kulit kayu V.
pubescens berbagai tingkatan dosis
memperlihatkan kadar MDA hepar yang
bervariasi. Hasil pengukuran rerata kadar MDA
hepar setiap perlakuan dapat dilihat pada Gambar
1.
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Gambar 1. Grafik rerata kadar MDA hepar setiap perlakuan: kontrol normal (K1), kontrol negatif (K2), kontrol positif
(K3), dan perlakuan ekstrak dosis 75 mg/kg BB (L1), 150 mg/kg BB (L2), 300 mg/kg BB (L3), dan 600
mg/kg BB (L4). Superscript yang berbeda pada grafik yang sama menunjukkan beda nyata (p<0,05)
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Pembahasan

Data statistik memperlihatkan rerata kadar MDA
hepar mencit paling tinggi ditemukan pada mencit
kontrol negatif yaitu sebesar 2,52+0,81 nmol/mL.
Induksi oral PDT 105 mg/kg BB menyebabkan
akumulasi radikal bebas NAPQI yang disertai
deplesi antioksidan GSH. Radikal NAPQI
memiliki elektronegatifitas yang tinggi sehingga
mampu mengoksidasi lipid membran hepatosit
dan menyebabkan terlepasnya rantai asam lemak
yang disertai terbentuknya produk sampingan
berupa senyawa malondialdehid (MDA).

Rerata kadar MDA hepar paling rendah
ditemukan pada mencit kontrol normal yaitu
sebesar 0,52+0,18 nmol/mL. Akuades yang di-
berikan pada mencit kontrol normal merupakan
cairan yang telah disuling dan bebas dari mineral
maupun partikulat yang bersifat racun bagi sel.
Dugaan adanya kadar MDA hepar pada mencit
kontrol normal dipengaruhi stres dari lingkungan
maupun yang berasal dari efek induksi oral
menggunakan sonde lambung. Menurut Balcombe
et al. (2004) dan Guyton & Hall (2008), proses
handling dan penyondean yang berulang dapat
menyebabkan stres fisik. Stimulus tersebut akan
mengaktivasi amigdala yaitu bagian otak yang
merespon ancaman dan rasa takut untuk me-
ningkatkan kewaspadaan hewan. Selanjutnya
amigdala meneruskan persepsi stres menuju
hipotalamus untuk memulai mekanisme “fight or
flight” melalui sumbu Hipothalamus-Pituitary-
Adrenal (HPA-axis). Hipotalamus mengeluarkan
Corticotropin Releasing Hormone (CRH) yang
akan menstimulasi hipofisis anterior untuk
mengeluarkan Adreno-Corticotropin  Hormone
(ACTH). Hormon ACTH akan mengaktivasi
korteks adrenal khususnya pada zona fasciculata
untuk memproduksi hormon Kkortisol yang ber-
fungsi meningkatkan metabolisme untuk mem-
pertahankan kondisi fisiologis tubuh yang normal
(Wardhana, 2011). Hormon Kkortisol dengan
bantuan Head Shock Protein (HSP) akan berdifusi
ke dalam sel dan berikatan dengan reseptor
glukokortikoid (GR) menuju inti sel. Selanjutnya
kompleks kortisol-GR akan berikatan dengan
DNA spesifik yaitu Glucocorticoid Response
Element (GREs) untuk mentranskripsi dan men-
translasi protein tertentu yang dapat menghambat
transduksi sinyal dari insulin menuju protein
pengangkut (transporter) glukosa, yaitu GLUT-4
(protein ini paling banyak ditemukan dalam

sitoplasma sel otot rangka dan sel adiposa).
Protein GLUT-4 akan gagal bertranslokasi me-
nuju membran sel sehingga penyerapan glukosa
oleh jaringan tubuh terhambat dan menyebabkan
kadar glukosa darah meningkat (hiperglikemia).
Hasil translasi protein oleh GREs dapat pula
menstimulasi respirasi sel melalui jalur gluko-
neogenesis yaitu sintesis glukosa dari bahan
bukan karbohidrat seperti asam piruvat dan asam
amino glukogenik untuk memenuhi kebutuhan
energi. Energi tersebut akan digunakan untuk me-
ningkatkan kontraksi otot rangka dalam menjaga
keseimbangan tubuh pada saat hewan melawan
atau melarikan diri (Herold et al., 2005). Selama
proses respirasi sel berlangsung terdapat kemung -
kinan terjadi kebocoran elektron sebesar 1-3%.
Elektron tersebut akan berikatan dengan oksigen
bebas menjadi anion superoksida (O2) yang
kemudian mengalami dismutasi oleh radikal bebas
mejadi hidrogen peroksida (H20;) yaitu Reactive
Oxygen Spesies (ROS) yang bersifat labil.
Hidrogen peroksida dapat berubah menjadi
radikal peroksil yang mampu mengoksidasi lipid
membran hepatosit sehingga menghasilkan MDA
(Jereme et al., 2015).

Rerata kadar MDA hepar mencit kontrol positif
yang diinduksi parasetamol dosis toksik kemudian
diberi vitamin E adalah sebesar 0,62+0,12
nmol/mL. Vitamin E (a-tokoferol) memiliki
aktivitas antioksidan yang dapat memutus reaksi
berantai radikal bebas dengan cara mendonorkan
atom H pada molekul ROS yang dihasilkan
selama proses metabolisme normal tubuh. Gugus
OH pada cincin kromanol a-tokoferol dapat pula
berikatan dengan radikal NAPQI menjadi
kompleks o-tokoferoksi-radikal yang stabil
(Landes, 2005). Hal ini akan menurunkan laju
peroksidasi asam lemak pada membran hepatosit.

Pemberian ekstrak metanol kulit kayu V.
pubescens pada berbagai tingkatan dosis mem-
perlihatkan kadar MDA hepar yang bervariasi.
Mencit perlakuan ekstrak dosis 75 mg/kg BB, 150
mg/kg BB, 300 mg/kg BB, dan 600 mg/kg BB
memiliki rerata kadar MDA hepar berturut-turut
sebesar 2,22 + 1,01 nmol/mL, 2,00 + 0,68
nmol/mL, 1,92 + 0,52 nmol/mL, dan 0,67 + 0,24
nmol/mL. Angka tersebut berbanding terbalik
dengan konsentrasi dosis ekstrak yang diberikan.
Semakin besar dosis yang diberikan semakin
rendah rerata kadar MDA vyang diperoleh
(Gambar 1). Ekstrak metanol kulit kayu V.
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pubescens diketahui mengandung senyawa anti-
oksidan flavonoid, tanin, dan saponin. Flavonoid,
saponin, dan tanin diketahui memiliki kemampuan
sebagai antioksidan. Flavonoid memiliki kemam-
puan mendonorkan hidrogen untuk memutus
rantai peroksil, mampu meredam oksigen singlet,
dan mampu menghambat pembentukan radikal
hidroksil dari hidrogen peroksida dengan cara
mengkelat logam fero (Fe?*) pada reaksi fenton di
dalam tubuh. Reaksi fenton adalah reaksi pe-
mutusan ikatan kimia suatu senyawa oleh katalis
ion logam yang meng-hasilkan dua molekul
radikal bebas. Tanin mampu mengkelat logam,
sedangkan saponin mampu meredam superoksida
melalui  pembentukan hidroperoksil sebagai
senyawa perantara. Flavonoid berperan besar
dalam mereduksi radikal NAPQI disebabkan
gugus hidroksinya memiliki reaktivitas yang
tinggi sebagai donor hidrogen, sehingga terbentuk
kompleks flavonoid-radikal NAPQI yang stabil.
Selain itu flavonoid bersama tanin dan saponin
mampu memperbaiki kadar MDA hepar karena
peran antioksidannya menjadi lebih kompleks
dalam mereduksi radikal bebas (Simanjuntak,
2012; Treml et al., 2013; Ahmad et al., 2012).

Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak metanol kulit
kayu V. pubescens terbukti mampu menurunkan
laju peroksidasi lipid membran hepatosit mencit
yang diinduksi parasetamol dosis toksik. Dosis
optimal ekstrak metanol kulit kayu V. pubescens
yang memperlihatkan kadar MDA hepar paling
rendah adalah 600 mg/kg BB dengan rerata
sebesar 0,67+0,24 nmol/mL. Angka tersebut tidak
berbeda nyata dengan kelompok kontrol normal
dan kontrol positif (p>0,05).
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