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ABSTRAK

Penyakit fibrosis hati merupakan oufcome dari semua jejas hati kronik, dengan manifestasi berupa jaringan parut pada area
jejas, hilangnya arsitektur jaringan dan kegagalan fungsi hati. Stres oksidatif berperan penting dalam patogenesis fibrosis hati.
Radikal bebas menyebabkan peroksidasi lipid membran sel dan menghasilkan malondialdebid (MDA). Terapi antioksidan
diduga memberikan efek menghambat progresifitas kerusakan hati. Biji jintan hitam (Nigella sativa Linn) mengandung
antioksidan, antara lain berupa #hymoguinon, asam linoleat dan asam oleat. Penelitian ini dilakukan untuk membuktikan efek
kadar Malondialdehid (MDA) hati. Metode penelitian menggunakan frue experimental dengan post test only control group design.
Sampel sebanyak 30 tikus yang dikelompokkan menjadi 5 kelompok. Kelompok normal diberi 1 ml/KgBB corn 0il i.p. lalu
dilanjutkan pemberian ¢orz 0// 1 ml/KgBB/hati p.o. Satu kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan diinduksi CCI, 1ml/
keBB i.p 3 kali/minggu selama 8 minggu. Pada minggu ke-9, ketiga kelompok petlakuan diberi ekstrak biji jinten hitam
dengan dosis berturut-turut 1,2; 2,4; dan 4,8 g/kgBB/hati selama 30 hari. Selanjutnya tikus dibedah, diambil jaringan hatinya
dan dihitung kadar MDA hati. Pemberian ekstrak N. sativa dapat menurunkan kadar MDA hati (p=0,00) dan makin besar
dosis N sativa, kadar MDA hati makin rendah (r = -0,614). Diduga bioaktif ekstrak IN. sativa meningkatkan aktivitas enzim
antioksidan endogen dan menghambat peroksidasi lipid.

Kata kunci : ckstrak N. sativa, MDA bati, tikus, fibrosis bati.

ABSTRACT

Liver fibrosis is the ontcome of all chronic liver injury, with manifestations of scarring in the area of lesion, loss of tissue architecture
and  failure of liver function. Oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of liver fibrosis. Free radicals canse lipid
peroxidation of cell membranes and produce malondialdehyde (MDA). Antioxidant therapy inhibit the progression of liver damage. Black
cumin seeds (Nigella sativa Linn) contains antioxidants, which include thymoquinon, linoleic acid and oleic acid. This study was conducted
to prove the antioxidant effect of N. sativa extract in rat model of liver fibrosis, with parameters such as concentration levels of
malondialdehyde (MDA) in the liver. The research method using a true experimental with post fest only control group design. A sample
of 30 rats were divided into 5 groups. Normal group were given 1 ml | kgBW corn oil ip. then continned provision of corn oil 1 ml /
kgBW / day p.o. One control group and three treatment groups CCH induced 1ml | kg ip 3 times | week for 8 weeks. At 9th week,
all of three treatment groups were given N. sativa extract with successive doses of 1.2; 2.4; and 4.8 g / kg / day for 4 weeks. Furthermore,
rats dissected, taken liver organ and liver MDA calenlated. N. sativa extract can reduce levels of liver MDA (p = 0.00) and the larger
the dose of N sativa, the lower liver MDA levels (r = -0.614). Allegedly bioactive extract of N. sativa increases endogenous antioxidant
engyme activity and inhibits lipid peroxidation.

Keyword : N. sativa extract, MDA liver, rats, liver fibrosis
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LATAR BELAKANG

Penyakit fibrosis hati merupakan owutcome
dari semua jejas hati kronik, dengan manifestasi
berupa deposisi protein matrik ekstraseluler yang
menghasilkan jaringan parut pada area jejas,
hilangnya arsitektur jaringan dan kegagalan fungsi
hati (Henderson and Iredale, 2007). Stres oksidatif
berperan penting dalam patogenesis fibrosis hati.
Radikal bebas merusak komponen seluler, antara
lain terjadi peroksidasi lipid membran sel yang
menghasilkan metabolit aldehid yang toksik dan
reaktif yaitu malondialdebid (MDA) (Singal, 2011).
Terdapat hubungan antara kadar MDA dan derajat
kerusakan hati, yaitu makin berat kerusakan hati
maka kadar MDA makin tinggi (Aksoy, 2003).
Fibrosis hati yang berlangsung terus secara progresif
akan berakhir sebagai sirosis hati, yang ditandai
dengan pergantian progresif sel hati fungsional
oleh sel hati non fungsional (Czaja, 2014).

Sirosis hati menjadi penyebab kematian
dengan urutan ke-12 di Amerika Serikat,
menyebabkan  29.165 kematian di tahun 2007
dengan angka mortalitas 9,7 per 100.000 orang
(Starr, 2011), sedangkan di Eropa, sirosis hati
menyebabkan 170.000 kematian setiap tahunnya
(Blachier, 2013). Faktor-faktor yang menyebabkan
terjadinya fibrosis hati antara lain adalah virus
hepatitis C, hepatitis B, hepatitis D, alkohol, racun,
dan obat. Hepatitis C dan alkohol merupakan
penyebab terbanyak (Esparza, 2015). Patomekanisme
utama terjadinya fibrosis hati adalah melalui stres
oksidatif dan inflamasi. Virus hepatitis-C
menyebabkan apoptosis sel hati dan kerusakan
mitokondria, sehingga menyebabkan Reactive Oxygen
Species (ROS) di hati meningkat (Lach, 2014).
Dengan adanya apoptosis dan peningkatan ROS,
sel Kuppfer akan teraktivasi. Sel Kupffer yang
teraktivasi mengeluarkan mediator Transforming
Growth Factor- 2 (TGF-2 ) sebagai agen fibrogenik
serta menginduksi peningkatan ROS yang
meningkatkan aktivasi sel stelata (Hepatic Stellate
Cells /HSCs). Pada kerusakan hati, HSCs akan
berproliferasi, membesar dan berubah bentuk
menjadi sel yang mirip miofibroblas. Sel HSCs ini
memproduksi kolagen dalam jumlah besar, dan
selanjutnya berkembang menjadi jaringan fibrosis
dan sirosis pada hati (Bataller, 2005). Radikal bebas
seperti superoksida dan radikal hidroksil, dapat
menyebabkan kerusakan pada komponen seluler

antara lain berupa peroksidasi protein, asam nukleat,
asam amino bebas, dan lipoprofi

tein. Peroksidasi lipid menyebabkan kerusakan
oksidatif lemak tak jenuh ganda (PUFA) pada
membran sel dan menghasilkan metabolit aldehida
yang toksik dan reaktif, yang disebut sebagai
malondialdehyde (MDA). MDA ini sering digunakan
sebagai indeks peroksidasi lipid (Aksoy, 2003;
Shimizu, 2012).

Penelitian terdahulu membuktikan bahwa
antioksidan (vitamin E dan selenium) dapat
mengurangi progresifitas fibrosis hati pada tikus
model fibrosis hati (Hayani, 2011). Black cumin atau
jintan hitam (Nigella sativa 1) mengandung beberapa
senyawa aktif, antara lain adalah #hymoquinone (30%-
48%), thymobydro-guinone, dithymoquinone, p-cymene (1%-
15%), carvacrol (6%-12%), 4-terpineol (2%-7%), t-
anethol (1%-4) (Ahmad, 2013). Thymoquinone
mempunyai efek proteksi sel dari kerusakan yang
disebabkan oleh stres oksidatif (Abdelmequid,
2010). Thymoguinone bekerja menghambat stres
oksidatif dengan meningkatkan aktivitas enzim Super
Oxide Demutase (SOD), enzim glutation dan
menghambat reaksi lipid peroksidase (Sogut, 2008).
Thymoguinone terbukti secara signifikan menghambat
peningkatan kadar MDA kolon pada tikus model
Necrotizging enterocolitis INEC) (Tayman, 2012). Begitu
juga pada penelitian yang dilakukan oleh Fouda ez
al , 2008 membuktikan bahwa Thymoguinone
menghambat peningkatan kadar MDA ginjal pada
tikus yang diinduksi HgCl,. Selain itu, N. sativa juga
mengandung flavonoid dan asam lemak di antaranya
linoleic acid dan oleic acid. Linoleic acid dan oleic acid
memiliki efek menghambat reaksi lipid peroksidase
(Sultan, 2009). Flavonoid bertindak sebagai donor
elektron yang merupakan target dari radikal bebas
(Kumar, 2007).

Saat ini belum tersedia terapi standar untuk
fibrosis hati. Eliminasi faktor penyebab fibrosis
hati merupakan tindakan yang efektif untuk menekan
progresifitasnya. Pada sirosis yang sudah mengalami
komplikasi, transplantasi hati merupakan terapi
paling efektif (Arthur, 2002). Terapi antioksidan
diduga memberi keuntungan berupa hambatan
progesifitas fibrosis menuju sirosis hati. Penelitian
sebelumnya telah membuktikan efek proteksi IN.
sativa terhadap hepar. Pada penelitian ini, peneliti
meneliti efek kuratif ekstrak N. saziva menghambat
progresifitas fibrosis hati pada tikus model fibrosis
hati yang diinduksi CCl, Hambatan progresifitas
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ditandai dengan penurunan kadar Malondialdehid
(MDA) di hati.

METODE
Desain Penelitian

Penelitian yang digunakan adalah true experimental
dengan desain postrest only control group design

Pembuatan Ekstrak N. sativa

Biji Jinten Hitam (Nigella sativa) dicuci dan
diblender hingga halus kemudian direndam dalam
etanol 90%, digoyang menggunakan shaker selama
20 jam kemudian didiamkan selama 24 jam.
Selanjutnya dievaporasi untuk menguapkan etanol
sehingga didapatkan ekstrak N. sativa yang bebas
ethanol.

Pempbuatan Larutan CCI p

CCl, dilarutkan dalam corn 0i/ di dalam beaker
glass dengan perbandingan 1:1, sehingga diperoleh
konsentrasi 10%, kemudian mengaduk larutan
hingga tercampur rata.

Perlakuan pada Tikus Wistar

Tikus ditimbang berat badannya kemudian
dimasukkan ke dalam kandang yang berisi sekam
yang ditutup dengan kawat. Pada tahap persiapan
dilakukan pemeliharaan tikus jantan selama 7 hari.
Setelah 7 hari tikus dikelompokkan secara random
(acak) kemudian diberi label pada masing-masing
kandang sesuai perlakuan yaitu normal, kontrol,
perlakuan 1, perlakuan 2 dan perlakuan 3. Pada
kelompok normal dibeti 1 ml/KgBB crn oil i.p.
lalu dilanjutkan pembetian corn 0i/ 1 ml/KgBB/
hari p.o.. Kelompok kontrol, tikus jantan diinjeksi
CClip3 kali/minggu selama 8 minggu kemudian
dilanjutkan dengan pembetian corn 0il selama 4
minggu. Setelah induksi CCl, selama 8 minggu
berakhir, pada ketiga kelompok perlakuan
dilanjutkan pemberian ekstrak N. sativa p.o setiap
hari selama 4 minggu dengan dosis berturu-turut
1,2; 2,4; dan 4,8 g/kegBB/hari. Setelah perlakuan
selesai (minggu ke-12) tikus dimatikan, kemudian
dilakukan pembedahan untuk mengambil organ
hati dan selanjutnya dilakukan pengukuran kadar
MDA hati

Pengukuran Kadar MDA Hati

Organ hati dengan berat 1 gram dimasukkan ke
dalam mortar dingin dan digerus hingga halus.
Kemudian 500 pL. NaCl 0,9% ditambahkan dan
dilakukan homogenasi. Homogenan diambil dan
dipindahkan ke tabung ependrof. Selanjutnya
dilakukan sentrifugasi selama 20 menit dan diambil
supernatannya. Supernatan sebanyak 100 upL
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambah 550
pL Na Thio 1% dan dihomogenkan kembali.
Setelah itu disentrifugasi 500 rpm selama 10 menit,
dipanaskan dalam waterbath 100° C selama 30 menit.
Sampel kemudian diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang
maksimum (€ maks = 532 nm).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Rerata kadar MDA hati tikus wistar pada
masing-masing kelompok tampak pada tabel di
bawah ini

Rerata kadar

Kelompok MDA (ng/mg) *
Standar deviasi
Normal 203.5 * 1219

Kontrol (Induksi CCl4) 244 t

1037
P1 (Induksi CCL+NS 220 %
1,2) 1045
P2 (Induksi CCL++ NS 241 %
2,4) 2077
P3 (Induksi CCl+ NS 200 *
4,8) 1528

Tabel 1 Efek Pemberian N. sativa terhadap
Rerata Kadar MDA Hati

Tabel 1 menunjukkan bahwa rerata kadar
MDA hati kelompok kontrol (kelompok tikus
yang diinduksi CCl) dan perlakuan pertama
(kelompok tikus yang diinduksi CCl, dan kemudian
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mendapat ckstrak N sativa 1,2¢g/kgBB/hari) dan
kedua (kelompok tikus yang diinduksi CCI, dan
kemudian mendapat ekstrak N sativa 2,4 g/kg/
hari) lebih tinggi daripada kelompok normal. Hal
ini menunjukkan bahwa induksi CCl, menyebabkan
peningkatan rerata kadar MDA hati.

Tabel 1 juga menunjukkan bahwa rerata
kadar MDA hati kelompok perlakuan lebih rendah
dibanding kelompok kontrol. Hal ini menunjukkan
bahwa pemberian dosis ekstrak Nige/la sativa dengan
dosis 1,2 g/kgBB/hr , 24 ¢/keBB/hr, 48 g/
kgBB/hr dapat menurunkan kadar MDA hati
pada tikus yang diinduksi CCI,.

Tabel 1 menunjukkan bahwa di antara
ketiga dosis ekstrak N. sativa, kelompok tikus
dengan dosis ekstrak N. sativa 4,8g/kgBB/hari
yang mempunyai trerata kadar MDA hati yang
paling rendah dan mendekati rerata MDA hati
kelompok normal. Hal ini menunjukkan bahwa
ckstrak N. sativa dosis 4,8 g/kgB B/hari mampu
menurunkan rerata kadar MDA hati hingga
mencapai rerata MDA hati yang normal. Uji One
Way ANOVA  menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan kadar MDA hati yang signifikan antar
kelompok penelitian (p=000). Uji Pearson
menunjukkan bahwa terdapat korelasi negatif yang
kuat antara dosis ekstrak N. sativa dengan rerata
MDA hati (r=-0,614).

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini, pemberian dosis ekstrak
N. sativa dengan dosis 1,2 g/kgBB/hr , 24 g/
kgBB/ht, 4,8 ¢/kgBB/hr dapat menurunkan kadar
MDA hati pada tikus model fibrosis hati. Turunnya
kadar MDA hati menunjukkan kerusakan hati akibat
CCl, dapat diperbaiki dengan pemberian ekstrak
N sativa. Perbaikan kerusakan hati (fibrosis hati)
kemungkinan karena N sativa mengandung
beberapa bioaktif ( thymoquinone, asam oleat dan
asam linoleat) yang bertindak sebagai antioksidan.
Pemberian antioksidan pada fibrosis hati dapat
memperlambat progresifitas fibrosis awal menuju
sirosis hati (Aksoy, 2003; Ha, 2010; Medina, 2005).
Thymoguinone terbukti mempunyai efek protektif
pada sel terhadap kerusakan yang disebabkan oleh
stres oksidatif (Abdelmequid, 2010; Fouda, 2008).
Thymoquinone menghambat stres oksidatif dengan
cara meningkatkan aktivitas enzim Super Oxide
Demntase (SOD), enzim glutation dan menghambat
reaksi lipid peroksidase (Sogut, 2008). Thymoquinone

tebukti dapat menurunkan kadar MDA kolon secara
signifikan pada tikus dengan induksi model
Necrotizing enterocolitis INEC) (Tayman, 2012).

Asam linoleat dan asam oleat memiliki efek
antioksidan yang dapat menghambat reaksi
peroksidasi lipid (Sultan, 2009). Flavonoid berfungsi
sebagai antioksidan dengan bertindak sebagai donor
elektron yang merupakan target dari radikal bebas
(Kumar, 2007).

Penurunan MDA berkaitan dengan
peningkatan TINF-Related Apoptosis-Induced 1igan
(TRAIL), dimana TRAIL ini berfungsi melakukan
apoptosis pada sel HSCs, sehingga miofibroblas
tidak akan terbentuk dan terjadilah penurunan
produksi ECM dan kolagen (Herr, 2012). Penurunan
produksi ECM dan kolagen mengawali proses
regresi fibrosis. Lambat laun akan diikuti dengan
proses  supresi aktivitas Zissue-inhibitory matrix
metalloproteinnase (TIMP) hepatik yang selanjutnya
akan diikuti oleh eliminasi miofibroblas hepatik
melalui apoptosis, senescence, atau kembali menjadi
guiscent. Ekspresi TIMP menurun sehingga terjadi
peningkatan aktivitas watrix metalloproteinnase (MMP)
dan kolagen akan didegradasi (Bataller and Brenner,
2005; Mallat and Lotersztajn, 2013). Penurunan
penumpukan ECM dan kolagen di hati akan
memperlambat progresifitas fibrosis awal menjadi
sirosis (Moore, 2012).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat
korelasi negatif yang kuat antara dosis ekstrak N.
sativa dengan rerata MDA hati (r=-0,614). Makin
besar dosis IN sativa, maka makin rendah rerata
MDA hati. Makin besar dosis N safiva, makin
besar pula kandungan bioaktif antioksidannya,
sehingga makin besar pula kemampuan
memperbaiki kerusakan hati (regresi fibrosis hati)
dan memperlambat progresivitas fibrosis awal
menuju sirosis (Medina, 2005;Li, 2015).

Oksidatif stres yang disebabkan oleh CCI,
menyebabkan terjadinya peningkatan ROS dan
produknya yaitu MDA (Ayala, 2014). Jumlah
oksidatif stress dalam tubuh dipengaruhi oleh
keseimbangan antara induksi stres oksidatif dengan
faktor perbaikan yang terjadi. Perbaikan yang terjadi
dilakukan oleh enzim endogen seperti superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) dan glutathione
(GSH). Enzim-enzim tersebut terbukti memproteksi
sel dari peroksidase lipid (Masubuchi, 2007) . Pada
penenlitian ini belum dikaji adakah hubungan
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pemberian ekstrak N sativa dengan aktivitas enzim-
enzim tersebut.

Hepar mempunyai kemampuan regenerasi
sangat tinggi. Regresi fibrosis dapat terjadi secara
endogen yang ditunjukkan dengan penurunan
ekspresi TIMP-1 dan peningkatan aktivitas MMP-
13. Menurunnya kadar TIMP-1 menyebabkan
terjadinya degradasi jaringan fibrotik oleh MMP-
13 semakin besar (Henderson and Iridale, 2007)

Berdasarkan  hasil yang diperoleh pada
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian
ekstrak biji Nigella sativa. terbukti dapat menurunkan
kadar MDA hati pada tikus model fibrosis hati.
Akan tetapi, pada penelitian ini masih belum dapat
diketahu mekanisme kerja yang pasti dari ekstrak
N sativa sehingga dapat memberikan efek perbaikan
terhadap kerusakan hati yang ditandai dengan
penurunan kadar MDA.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan dari penelitian ini adalah
pemberian ekstrak biji jinten hitam (INigella
sativa.linn) berpengaruh terhadap rerata kadar
MDA hati pada tikus model fibrosis hati (p=0,000,
t = -0,614) dan dosis ckstrak N.sativa 4,8 g/
kgBB/hari memberikan efek penurunan rerata
MDA hati yang terbesar.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui mekanisme kerja N sativa dalam
memberikan efek perbaikan terhadap kerusakan
hati, pengaruh N sativa terhadap kemampuan
regenerasi hati secara endogen, khususnya terhadap
enzim-enzim yang bertindak sebagai antioksidan
endogen.
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