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Abstrak

Drug-Induced Liver Injury (DILI), seringkali disebabkan oleh akumulasi metabolit reaktif yang dihasilkan
obat seperti parasetamol, N-acetyl-p-benzoqui-none imine (NAPQI) sehingga memicu terjadinya stres
oskidatif, yaitu kondisi dimana perbandingan jumlah radikal bebas yang lebih tinggi daripada jumlah
antioksidan. Ekstrak Spirulina platensis (S. platensis) yang kaya antioksidan berpotensi menangkal radikal
bebas. Peneliti terdahulu menunjukkan S. platensis 360 mg/KgBB dapat menurunkan malondialdehida
sebagai indikator kadar radikal bebas. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan uji aktivitas katalase untuk
mengetahui peran S. platensis 360 mg/KgBB sebagai indikator kadar antioksidan pada kondisi stres oksidatif.
Penelitian dilakukan dengan randomized posttest only control group design. Sampel sebanyak 30 ekor tikus
Rattus norvegicus jantan, dibagi menjadi 3 kelompok: (K-) kelompok yang tidak mendapat perlakuan; (K+)
kelompok yang diinduksi parasetamol; (Kp) kelompok yang diinduksi parasetamol dan diberi ekstrak S.
platensis 360 mg/KgBB. Pada akhir penelitian, seluruh kelompok dilakukan perhitungan aktivitas katalase
jaringan hepar. Hasil uji One Way Anova menunjukkan adanya peningkatan aktivitas katalase yang signifikan
(p = 0,041), terutama antara kelompok K- dengan kelompok K+ (p = 0,032) dan antara kelompok Kp dengan
kelompok K+ (p = 0,025). Simpulan penelitian menunjukkan bahwa ekstrak S. platensis terbukti memberikan
pengaruh antioksidan terhadap peningkatan aktivitas katalase jaringan hepar tikus yang diinduksi parasetamol
dosis tinggi.

Kata Kunci: Antioksidan, Katalase, Rattus norvegicus, Spirulina platensis

Effect of S. platensis on the Liver Catalase Activity in Paracetamol-Induced Rats
(Rattus norvegicus)

Abstract

Drug-Induced Liver Injury(DILI), often caused by the accumulation of reactive metabolites produced by drugs
such as paracetamol, N-acetyl-p-benzoqui-none imine(NAPQI), which triggers oxidative stress, is a condition
the ratio of the number of free radicals is higher than antioxidants Spirulina platensis extract which is rich in
antioxidants has the potential to scavenging free radicals.Previous researchers showed that S.platensis 360
mg/KgBW can reduce Malondialdehyde as an indicator of free radical levels.Therefore, this study was
conducted to test catalase activity to determine the role of S. platensis 360 mg/Kg BW as an indicator of
antioxidant levels of oxidative stress conditions.This study used a randomized posttest only control group
design.A sample of 30 male Rattus norvegicus divided into 3 groups: (K-)group that received no
treatment; (K+)paracetamol induced group;(Kp)group induced by paracetamol and given S.platensis extract
360 mg/KgBW.At the end, all groups were calculated for the liver tissue catalase activity.One Way Anova test
results showed significant increase in catalase activity(p=0.041), mainly between the K- group and the K+
group(p=0.032) and between the Kp group and the K+ group(p=0.025).Conclusions of this study showed that
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S.platensis extract as an antioxidant have an effect on increasing liver tissue catalase activity of white rats

induced by high doses of paracetamol.
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Pendahuluan

Hepar sebagai organ penting dalam
metabolisme dan detoksifikasi berpotensi cedera
akibat terpapar berbagai racun dan obat-obatan.
Kebiasaan mengonsumsi alkohol, diet tinggi
kalori, overdosis obat-obatan, lingkungan yang
terpapar polusi dan logam berat berpotensi
mencederai hepar melalui generasi Reactive
Oxygen Species (ROS) vyang terkumpul di
retikulum endoplasma dan mitokondria hepatosit.
Kondisi tersebut dapat menyebabkan kerusakan
pada tingkat molekuler seperti protein, lipid, dan
DNA!

Cedera hepar akibat obat atau Drug-Induced
Liver Injury (DILI) merupakan respon yang
disebabkan oleh obat, herbal, atau xenobiotik lain
yang menyebabkan kelainan pada fungsi hepar.?
DILI seringkali disebabkan oleh acetaminophen,
yaitu sebanyak 46% kasus dan 35-70% kasus di
negara-negara barat lainnya.> Golongan obat
analgetik antipiretik ini sering kita kenal dengan
nama parasetamol. Penggunaan parasetamol yang
overdosis ~ menghasilkan akumulasi metabolit
reaktif N-acetyl-p-benzoqui-none imine (NAPQI)
dan radikal bebas melalui sitokrom P450
(CYP450). Sifat radikal bebas yang reaktif dan
tidak stabil akibat ganjilnya jumlah elektron
memicu terjadinya pengikatan secara paksa
terhadap elektron dari molekul lain.

Stres  oksidatif dapat terjadi apabila
perbandingan jumlah radikal yang lebih tinggi
daripada jumlah antioksidan. Hal ini dapat
menyebabkan ekspresi gen yang abnormal,
kerusakan jaringan, proliferasi sel, aktivitas
reseptor yang abnormal, dan berbagai gangguan
fungsional tubuh. Begitupun juga, adanya
overproduksi ROS dan Reactive Nitrogen Species
(RNS) pada hepar dapat berkembang menjadi
penyakit kronis atau keganasan.*

Kerusakan hepar  akibat  overdosis
parasetamol dapat dilihat dari salah satu parameter
penurunan aktivitas antioksidan enzimatik yaitu
katalase.® Katalase merupakan suatu enzim yang
dapat kita temukan di hepar sebagai perlindungan
tubuh dari senyawa berbahaya. Katalase melawan
radikal bebas dengan membentuk air dan oksigen
dari pemecahan hidrogen peroksida.® Oleh
karenanya  dibutuhkan  antioksidan  untuk

mengatasi keadaan stres oksidatif dengan cara
memberikan satu elektron kepada molekul yang
bersifat oksidan.*

Indonesia sebagai negara dengan wilayah
perairan yang luas menghasilkan keanekaragaman
biota yang menguntungkan tidak hanya dari segi
ekonomi tetapi juga pada bidang kesehatan. Alga
hijau biru merupakan salah satu potensi perairan
yang dapat dimanfaatkan untuk memenuhi
kebutuhan tubuh dalam mengatasi berbagai
masalah kesehatan. Salah satu produk dari alga
hijau biru yang aman dikonsumsi yaitu Spirulina
platensis (S. platensis), mikroalga (panjang: 50—
500 pm, lebar: 3-4 um) dan termasuk dalam
sianobakteria  berfilamen.  Spirulina  dikenal
sebagai bahan pangan tinggi protein (55-75%)
yang mengandung berbagai asam amino,
magnesium, zat besi, dan berbagai vitamin dan
mineral lainnya, serta antioksidan.”®

Kandungan pigmen Spirulina tersusun atas
14% fikosianin (pigmen berwarna biru), dan 1%
klorofil (pigmen berwarna hijau), serta karotenoid
0,5% (pigmen berwarna oranye, kuning, dan
merah). Fikosianin merupakan protein utama
dalam pembasmian radikal yang mampu
melindungi hepar dan ginjal selama detoksifikasi
serta mengaktifkan sistem imun tubuh. Kandungan
fikosianin yang dominan menjadikan Spirulina
sebagai sumber antioksidan eksogen yang kuat.®

Spirulina hanya dilapisi oleh peptidoglikan
yang merupakan ciri khas dari dinding sel gram
negatif sehingga mudah untuk dicerna oleh tubuh
manusia. Spirulina berpotensi sebagai anti bakteri
terhadap patogen bakteri dan antivirus dengan
mengurangi replikasi virus. Studi pada hewan coba
menunjukkan S. platensis secara konsisten
meningkatkan fungsi sistem imun tubuh dan
meningkatkan kemampuan tubuh untuk generasi
sel darah baru. Spirulina dapat menurunkan
aktivitas  inflamasi  dengan =~ menghambat
pembentukan metabolit inflamasi. Berbeda dengan
mikroalga lainnya, Spirulina juga mampu untuk
mendetoksifikasi zat toksik dari air, makanan, dan
lingkungan. Pada penelitian secara in vivo dan in
vitro yang dilakukan oleh Manoj et al,
menunjukkan bahwa S. platensis memiliki
aktivitas antioksidan yang efektif.®

Kandungan S. platensis memiliki potensi
dalam meningkatkan antioksidan pada keadaan
stres oksidatif di hepar. Berdasarkan Kkajian

253 Hapsari, S. A., Sihning, E. J. T., Pikir, R. R., Pratiknya, D. E. J Kdokt Meditek, 2023: 29(3), 252-258



permasalahan tersebut peneliti ingin mengetahui
pengaruh pemberian S. platensis terhadap aktivitas
katalase jaringan hepar yang diinduksi parasetamol
dosis tinggi.

Metodologi

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah spuit dengan
ujungnya terpasang sonde, timbangan torbal,
kandang hewan coba, peralatan makan dan minum,
timbangan analitik, spuit, peralatan bedah, tabung
eppendorf, tabung reaksi, sentrifuge, dan Bio-Rad
SmartSpec Plus Spectrophotometer. Bahan yang
digunakan adalah bubuk S. platensis yang
diperoleh dari Balai Perikanan Budidaya Air Payau
(BPBAP) Situbondo, Jawa Timur, parasetamol
Kimia Farma, pakan hewan coba, air yang difilter,
sekam, buffer fosfat, larutan CMC-Na 1%.

Subyek Penelitian

Hewan coba merupakan tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan galur Wistar berusia 2-3 bulan
dengan berat 100-200 g sebanyak 30 ekor yang
didapatkan  dari Laboratorium  Biokimia
Universitas Hang Tuah Surabaya.

Pemberian Parasetamol untuk Membuat Tikus
Hepatotoksik

Parasetamol diberikan dengan larutan CMC-
Na 1% dengan dosis 1250 mg/KgBB. Pemberian
dilakukan pada hari ke 8 secara sonde per oral dan
dilanjutkan dengan pemberian suspensi S.
platensis.

Pemberian Ekstrak S. platensis

Pemberian ekstrak dibuat dalam bentuk
suspensi dengan campuran CMC-Na 1% dan
diberikan pada hewan coba dengan dosis 360
mg/KgBB melalui sonde per oral.

Pelaksanaan Percobaan

Penelitian eksperimental dengan posttest only
control group design, dimana pengukuran pada
hewan coba dilakukan sesudah diberi perlakuan.
Penelitian dibagi menjadi 3 kelompok tikus.
Masing-masing kelompok terdiri dari 10 ekor tikus
putih (Rattus norvegicus) jantan galur Wistar,
yaitu: kelompok (K-) yang tidak mendapat
perlakuan; kelompok (K+) vyang diinduksi
parasetamol dosis tinggi (1250 mg/KgBB);
kelompok (Kp) yang diinduksi parasetamol dosis
tinggi dan diberi S. platensis (360 mg/KgBB).
Penelitian dilakukan selama 10 hari. Sebelum
penelitian dilakukan aklimatisasi selama satu

minggu untuk beradaptasi dengan lingkungan.
Pada proses penelitian, tikus diberi perawatan
dengan pemberian pakan standar dan air minum,
serta kandang yang sudah diberi sekam.

Penelitian diawali dengan pemberian S.
platensis 360 mg/KgBB dari hari ke 1-10 pada
kelompok Kp. Setelah itu, kelompok K+ dan Kp
dilakukan induksi parasetamol 1250 mg/KgBB
pada hari ke 8. Kemudian diakhir penelitian, pada
hari ke 10 dilakukan pengukuran kadar katalase
jaringan hepar pada seluruh kelompok.

Pengambilan Bahan Jaringan Hepar untuk
Pemeriksaan Katalase

Sebelum pembedahan, anastesi diberikan
pada tikus dengan menggunakan ketamin. Injeksi
dilakukan secara intramuscular pada otot paha
posterior tikus. Kemudian dilakukan pembedahan
pada kulit dan otot pada bagian dada dan perut.
Sayatan pada tikus  dilakukan  dengan
menggunakan gunting. Hepar terlihat di bagian
bawah diafragma dan berwarna gelap. Setelah itu
dilakukan pengambilan hepar dan mencuci dengan
NaCl-0,9%. Kemudian hepar dimasukkan ke
dalam larutan PBS-azida (phosphate buffered
saline-azida).

Pemeriksaan Kadar Katalase Jaringan Hepar
Pada 100 mg hepar ditambahkan buffer fosfat
sebanyak 900 ul. Kemudian dilakukan
homogenasi. Setelah itu, sentrifudge 3000 rpm
selama sepuluh menit. Supernatan diambil dan 1
ml H,O, 60 mM ditambahkan. Pembacaan hasil
kadar  katalase  dapat  dilakukan  pada
spektrofotometer dengan A = 350 nm.

Kaji Etik

Penelitian telah mendapat persetujuan dari
Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas
Kedokteran Universitas Hang Tuah Surabaya
nomor: 1/096/UHT.KEPK.03/VI111/2022.

Analisis Data

Data yang diperoleh diolah dan dihitung rerata
aktivitas katalase. Pengolahan data menggunakan
SPSS versi 25 diawali dengan uji parametrik
(homogenitias dan normalitas). Hasil dari Saphiro-
Wilk, menunjukkan data berdistribusi normal,
kemudian dilakukan uji homogenitas dengan
Levene’s test, menunjukkan data yang homogen.
Hasil menunjukkan memenuhi syarat parametrik
dan dilanjutkan uji beda parametrik (One Way
Anova). Selanjutkan dilakukan uji Post-Hoc Least
Square Differences untuk mengetahui kelompok
mana yang mengalami perbedaan bermakna.
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Hasil

Rerata Aktivitas Katalase

Hasil pengukuran aktivitas katalase jaringan
hepar kelompok K- yang tidak mendapat
perlakuan; kelompok K+ yang diinduksi
parasetamol dosis tinggi; kelompok Kp yang
diinduksi parasetamol dosis tinggi dan diberi
ekstrak S. platensis dapat dilihat sebagai berikut:

1200 1032,04 1038,83
1000 I 910

800
600
400
200

Kadar Katalase (U/mg)

o

K- mK+ Kp
Kelompok

Gambar 1. Rerata Aktivitas Katalase
Keterangan: K- (kelompok yang tidak mendapat
perlakuan), K+ (kelompok yang diinduksi parasetamol
dosis tinggi), Kp (kelompok yang diinduksi
parasetamol dosis tinggi dan diberi ekstrak S.
platensis).

Kelompok Kp memiliki rerata aktivitas
katalase jaringan hepar  tertinggi sementara
kelompok K+ memiliki rerata aktivitas katalase
jaringan hepar terendah.

Uji Normalitas, Homogenitas, dan One Way
Anova Aktivitas Katalase Jaringan Hepar

Tabel 1. Hasil Uji Normalitas, Homogenitas, dan One

Way Anova
Uji Kelompok Statistik  Sig.
Saphiro-Wilk K- 0,982 0,972
K+ 0,944 0,648
Kp 0.870 0,151
Levene Statistic 0,554
One Way Anova 0,041

Hasil uji normalitas menggunakan Saphiro-
Wilk pada ketiga kelompok memiliki nilai p>0,05,

sehingga dapat disimpulkan bahwa seluruh
kelompok memiliki data yang berdistribusi normal.

Setelah data menunjukkan berdistribusi
normal, maka dilanjutkan dengan uji homogenitas.
Uji dilakukan dengan Levene’s fest untuk
mengetahui data memiliki variasi yang homogen
atau tidak.

Berdasarkan uji Levene diperoleh nilai
signifikansi p>0,05, sehingga data menunjukkan
variansi homogen. Hal ini menunjukkan bahwa
data dalam penelitian ini berdistribusi normal dan
memiliki varian homogen, sehingga dapat
dilanjutkan dengan analisis parametrik One Way
Anova.

Berdasarkan hasil uji One Way Anova,
diperoleh hasil signifikansi p<0,05. Hal ini
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna
antara kelompok K-, kelompok K+, dan kelompok
Kp.

Uji Analisis Post-Hoc Least Square Differences

Tabel 2. Hasil Uji Analisis Post-Hoc

Kelompok Sig.
K- K+ 0,032
Kp 0,900
K+ K- 0,032
Kp 0,025
Kp K- 0,900
K+ 0,025

Hasil menunjukkan terdapat perbedaan
bermakna aktivitas katalase jaringan hepar antara
kelompok K- dengan kelompok K+ (p<0,05);
terdapat perbedaan bermakna antara kelompok K+
dengan kelompok Kp (p<0,05); dan tidak terdapat
perbedaan bermakna antara kelompok K- dengan
kelompok Kp (p>0,05).

Pembahasan

Hasil rerata aktivitas katalase jaringan hepar
pada kelompok K- yang tidak mendapat perlakuan
yaitu 1032,04 U/mg, kelompok K+ yang diinduksi
parasetamol dosis tinggi yaitu 910 U/mg, dan
kelompok Kp yang diinduksi parasetamol dosis
tinggi dan diberi ekstrak S. platensis yaitu 1038,83
U/mg. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak S. platensis pada kelompok perlakuan
memberikan perbedaan yang bermakna (p = 0,041)
pada rerata aktivitas katalase.
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Langkah pertama

Langkah kedua

: H,0; + E-Fe™ — H,0 + O=Fe*™-E
: H,0; + O=Fe+4-E — H,0 + O, + E-Fe™

Gambar 2. Mekanisme Aksi Katalase

Aktivitas katalase memberikan aksinya
sebagai antioksidan dengan mengkatalis degradasi
atau reduksi hidrogen peroksida menjadi air dan
oksigen. Reaksi katalitik ini terjadi dalam dua
tahap yang berbeda. Tahap pertama melibatkan
oksidasi heme menggunakan molekul hidrogen
peroksida pertama untuk membentuk spesies
oksiferil di mana satu ekivalen oksidasi diambil
dari besi dan satu lagi dari cincin porfirin untuk
membuat radikal kation porfirin. Pada tahap kedua,
perantara radikal ini, yang dikenal sebagai
senyawa |, direduksi oleh hidrogen peroksida
kedua untuk meregenerasi keadaan istirahat enzim,
air dan oksigen.® Katalase mampu memecah
jutaan molekul hidrogen peroksida hanya dalam
satuan detik.!* Sebagian besar enzim ini
terlokalisasi di hepar yang merupakan organ utama
untuk detoksifikasi, xenobiotik, dan metabolisme
obat. Oleh karena itu, katalase menjadi target
potensial untuk detoksifikasi berbagai obat dan
senyawa di hepar.'2

Terdapat penurunan secara signifikan rerata
aktivitas katalase pada kelompok K+ dibanding
kelompok K- pada p = 0,032. Hasil ini disebabkan
karena pengaruh dari pemberian parasetamol.
Ketika diberikan pada dosis terapeutik, sebagian
besar parasetamol dimetabolisme oleh enzim
glucuronosyltransferase dan sulfotransferase untuk
diubah menjadi senyawa yang tidak toksik dan
diekskresi melalui urin. Lalu sisanya sekitar 5-9%
dimetabolisme oleh CYP450 menjadi metabolit
yang sangat reaktif yaitu NAPQI. Kemudian
NAPQI didetoksifikasi  melalui  konjugasi
glutation. Namun, pada penelitian ini untuk
menginduksi hepatotoksik pada hewan coba
dilakukan pemberian parasetamol dosis tinggi
sebesar 1250 mg/KgBB yang menyebabkan
overdosis parasetamol. Hal ini menyebabkan
terjadinya akumulasi NAPQI yang berlebihan.
NAPQI akan berikatan dengan protein sel yang
kemudian menghasilkan stres oksidatif dan
disfungsi sel yang pada akhirnya menyebabkan
nekrosis hepatosit.*3

Pada hepatotoksisitas akibat parasetamol,
NAPQI mengganggu rantai transpor elektron
mitokondria, yang menyebabkan pembentukan
radikal superoksida. Kemudian radikal
superoksida dipecah dalam mitokondria oleh

superoksida dismutase menjadi hidrogen peroksida
(H202) dan oksigen (O2), atau bereaksi dengan
oksida nitrat endogen (NO) menjadi peroksinitrit
(ONOO). Radikal ini akan didetoksifikasi oleh
glutation atau dipecah oleh sejumlah aktioksidan
seperti katalase. Namun, adanya peningkatan
produksi NAPQI melebihi kemampuan glutation
dan jumlah antioksidan yang tidak seimbang maka
menghasilkan  penurunan  ekskresi  senyawa
radikal. Selain itu, tanpa glutation, stres oksidatif
mengakibatkan penghancuran potensial membran
dan menghentikan sintesis ATP. Pada akhirnya
terjadi pemecahan DNA dan menginduksi
apoptosis, yang mengakibatkan kematian sel.!*
Ketidakseimbangan jumlah radikal bebas yang
tinggi menyebabkan kadar antioksidan semakin
menurun. Enzim katalase yang merupakan salah
satu enzim antioksidan endogen dapat mengalami
penurunan akibat kondisi tersebut. Hal ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh Islam et al.,
(2021), dimana terjadi penurunan aktivitas katalase
pada kelompok yang diinduksi parasetamol.®
Terdapat peningkatan secara signifikan rerata
aktivitas katalase pada kelompok Kp dibanding
kelompok K+ pada p = 0,025. Kandungan S.
platensis seperti fikosianin, beta karoten, vitamin,
dan mineral lainnya mampu memberikan efek
antioksidan yang dapat memulihkan kondisi stres
oksidatif. Pengaruh molekul antioksidan ini
menetralkan radikal bebas melalui pendonoran
elektron.'® Berbagai senyawa antioksidan pada S.
platensis dapat mengurangi atau mencegah
kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh radikal
bebas seperti radikal superoksida, radikal hidroksil
dan spesies radikal non-bebas seperti H,0,.%
Ekstrak S. platensis memiliki pigmen protein
dominan fikosianin yang kaya akan antioksidan
dan terbukti mampu meningkatkan aktivitas
katalase dalam kondisi stres oksidatif.!® Katalase
merupakan enzim antioksidan penting dalam sel
alga yang bertahan terhadap aktivitas peroksidasi
dan mempertahankan redoks sel terutama yang
berkaitan dengan H,O,. Oleh karena itu, pemberian
ekstrak S. platensis 360 mg/KgBB dari mikroalga
mampu memberikan perlindungan pada kondisi
hepatotoksik akibat parasetamol. Peningkatan
katalase yang diberikan dapat meredam produk
metabolit reaktif dan mencegah adanya akumulasi
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ROS vyang terbentuk di hepar.® Hasil dari
penelitian ini sejalan dengan beberapa penelitian
seperti penelitian dari Al-Qahtani (2019), dimana
adanya kerusakan hepar yang diinduksi D-
galaktosamine menunjukan perbaikan status
antioksidan pada kelompok tikus yang diberi S.
platensis 9% dan penelitian dari Nasirian (2018),
dimana kelompok tikus yang mengalami diabetes
akibat induksi streptozotocin menghasilkan
peningkatan enzim antioksidan jaringan hepar
pada kelompok yang diberi S. platensis 10, 20, dan
30 mg/kgBB.1%%

Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak S. platensis 360 mg/KgBB meningkatkan
aktivitas katalase jaringan hepar pada kelompok
perlakuan (p = 0,041). Sehingga dapat disimpulkan
antioksidan yang terkandung dalam ekstrak S.
platensis dapat meningkatkan secara signifikan
aktivitas katalase pada kelompok perlakuan
sehingga mampu memberikan perlindungan
terhadap kerusakan jaringan hepar akibat
hepatotoksiksitas yang diinduksi parasetamol 1250
mg/KgBB, dibanding kelompok yang tidak
mendapat ekstrak S. platensis.

Kekurangan penelitian ini adalah kurangnya
variasi dosis ekstrak S. platensis pada kelompok
perlakuan untuk mengetahui dosis minimal dan
maksimal yang efektif serta perbandingan aktivitas
katalase pada kelompok yang hanya diberikan S.
platensis.

Simpulan

Kondisi stres oksidatif akibat dari pemberian
parasetamol dosis tinggi menyebabkan terjadinya
hepatotoksik. Pemberian ekstrak S. platensis
menunjukkan mampu meningkatkan aktivitas
antioksidan katalase pada kerusakan jaringan
hepar.
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