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ABSTRAK

Jumlah penderita penyakit hati kronis (fibrosis atau sirosis hati) semakin meningkat dari waktu ke
waktu. Namun, hingga saat ini belum ada terapi yang benar-benar efektif untuk mengatasi hal tersebut.
Terapi terhadap fibrosis hati biasanya menggunakan bahan yang memiliki aktivitas antioksidan,
antiinflamasi atau antifibrotik. Berbagai usaha terus dilakukan untuk mencari alternatif terapi terhadap
fibrosis hati. Salah satu diantaranya adalah menggali potensi tanaman yang diduga memiliki aktivitas
tersebut. Berbagai bagian tanaman delima telah terbukti memiliki berbagai aktivitas yang bermanfaat
untuk kesehatan. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh ekstrak buah delima terstandar
yang mengandung 40% ellagic acid terhadap perbaikan derajat fibrosis akibat kolestasis melalui
pemeriksaan kadar alkaline phosphatase (ALP) dan gamma-glutamyl transferase (GGT) serum, sebagai
indikator spesifik kerusakan hati akibat kolestasis. Penelitian ini dilakukan terhadap 32 tikus putih
jantan, strain wistar, berumur 2,5 bulan dengan bobot badan berkisar antara 150-200 gram. Hewan
model fibrosis hati diperoleh dengan teknik bile duct ligation (BDL) yang dilakukan pada seluruh subjek
penelitian. Subjek penelitian terbagi atas kelompok kontrol (P0 = tanpa BDL dan tanpa pemberian
ekstrak buah delima) dan kelompok perlakuan (P1 = BDL dengan pemberian sodium carboxyl methyl
cellulose (CMC Na), P2 = BDL dengan pemberian ellagic acid 90% dan P3 = BDL dengan pemberian
ekstrak buah delima terstandar 40% ellagic acid). Pemberian CMC, ekstrak (150 mg/Kg BB/ peroral) dan
ellagic acid (60 mg/Kg BB/peroral) diberikan selama 21 hari dalam volume yang sama, yaitu 2 ml /
perekor. Pemeriksaan  dilakukan untuk mengukur kadar GGT dan ALP serum hewan percobaan. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak buah delima (P3) dapat menurunkan kadar GGT
(10,5 ± 9,2 mg/dl) dan ALP (509 ± 4,2 mg/dl) hingga mendekati kadar normal (P0, GGT : 2,8 ± 1,4; ALP : 449
± 62,3). Kadar GGT dan ALP kelompok P3 lebih rendah bila dibandingkan dengan kelompok yang diberi
ellagic acid (P2, GGT= 48,5 ± 4,8 dan ALP = 691 ± 29,7) dan kelompok yang hanya diberi CMC (P1, GGT
191 ± 35,4 dan ALP 890 ± 5,7) (p<0,05). Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa esktrak buah
delima terstandar 40% ellagic acid merupakan kandidat agen antifibrotik yang potensial untuk
dikembangkan.

Kata kunci : Fibrosis hati, bile duct ligation, delima, GGT dan ALP.

ABSTRACT

The number of patients with chronic liver disease (fibrosis or cirrhosis of the liver) is increasing from
time to time. However, until now there is no therapy that really effective  to overcome that disease. Therapy
for liver fibrosis typically use substance that have antioxidant activity, anti-inflammatory or anti fibrotic.
Various efforts always done to find alternative therapies for liver fibrosis. One of them is the use of
potential plants that suspected  having such activity. Various parts of pomegranate have been shown to
have various activities that beneficial  for health. This study was conducted to determine the effect of
pomegranate fruit extract standardized 40% ellagic acid on the improvement degree of liver fibrosis caused
by cholestasis by measuring of serum alkaline phosphatase levels (ALP) and gamma-glutamyl transferase
(GGT), as a specific indicator of liver damage becaused of cholestasis.  The research was conducted by using
32 male rats, wistar strain, 2.5 month old, weighing between 150-200 grams. Animal models of liver
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fibrosis obtained by using BDL technique. Subjects were divided into a control group (P0 = without BDL
and giving of pomegranate extract) and treatment groups (P1 = BDL with administration of CMC, P2 =
BDL with ellagic acid 90% and P3 = BDL with pomegranate fruit extract standardized 40% ellagic acid).
CMC, extract (150 mg / kg BW / PO) and ellagic acid (60 mg / kg BW / PO) administered for 21 consecutive
days in the same volume. At the end of 21 days periods, biochemical evaluation was performed to measure
serum levels of GGT and ALP. The result indicated that administration of pomegranate fruit extract ( P3)
significantly reduced GGT ( 10.5±9.2 mg/dl) and ALP level ( 509.0±4.2 mg/dl) close to normal level of GGT
and ALP ( P0, GGT : 2.8 ± 1.4; ALP : 449.0±62.3) (p<0.05). The level of GGT and ALP in P3 group were lower
compared to the group ellagic acid (P2, GGT=48.5±4.8 and ALP = 691.0± 29.7) and group which only be
given CMC (P1, GGT 191.0±35.4 and ALP 890 ± 5.7) ( p<0.05). Extract of pomegranate fruit that
standardized with 40% ellagic acid is potential as a antifibrotic agent.

Keywords: liver fibrosis, bile duct ligation, pomegranate, GGT, ALP.

PENDAHULUAN

Latar Belakang
Jumlah penderita penyakit hati kronis

selalu mengalami peningkatan dari waktu ke
waktu. Fibrosis hati merupakan bagian dari
berbagai penyakit hati kronis dan merupakan
fase penting dalam perkembangan penyakit hati
menjadi sirosis hati. Salah satu penyebab
fibrosis hati adalah kolestasis. Hingga saat ini
belum ditemukan terapi standar dan efektif
untuk mencegah atau mengobati fibrosis hati
sehingga tidak berkembang menjadi sirosis hati
(Oh et al., 2003). Sebagai alternatif, saat ini telah
banyak penelitian yang dilakukan untuk
menggali potensi tanaman yang memiliki
khasiat untuk kesehatan.

Buah delima merupakan bagian tanaman
delima yang memiliki komponen paling lengkap
bila dibandingkan bagian tanaman yang lain.
Kandungan terbanyak buah delima adalah
polyphenol dengan bahan aktif utama
punicalagin dan ellagic acid (EA). Ekstrak buah
delima terstandar sebaiknya mengandung 40%
atau lebih ellagic acid. Delima memiliki
kemampuan terapi yang bervariasi melalui
berbagai mekanisme yang berbeda. Berbagai
penelitian terhadap aktivitas buah delima telah
membuktikan bahwa buah delima memiliki
kemampuan antibakteri, antioksidan,
antiinflamasi dan antikanker, serta aktivitasnya
dalam meregulasi proses fibrosis (Jurenka,
2008).

Ellagic acid yang terkandung dalam buah
delima, adalah turunan polifenol yang juga
banyak ditemukan dalam kacang-kacangan dan
buah-buahan, misalnya raspberi, strawberi dan
anggur. Ellagic acid memiliki aktivitas
antifibrotik dengan cara menurunkan kadar
kolagen, ekspresi TGF-α1, dan jumlah α-SMA
pada  stellate cell pankreas teraktivasi pada tikus

putih yang menderita pankreatitis kronis. Pada
penelitian tersebut juga terbukti bahwa EA
memiliki aktivitas antiinflamasi dan mampu
menurunkan produksi reactive oxygen species /
ROS (Suzuki et al., 2009).

Berdasarkan fakta tersebut, tidak menutup
kemungkinan bahwa buah delima dengan
komposisi paling lengkap bila dibandingkan
dengan bagian tanaman yang lain serta
mengandung EA, dapat dimanfaatkan sebagai
bahan yang memiliki aktivitas antifibrotik pada
hewan percobaan yang sedang dalam proses
menderita fibrosis hati.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
pengaruh ekstrak buah delima terstandar yang
mengandung 40% ellagic acid terhadap
perbaikan derajat fibrosis akibat kolestasis
melalui pemeriksaan kadar alkaline
phosphatase (ALP) dan gamma-glutamyl
transferase (GGT) serum, sebagai indikator
spesifik kerusakan hati akibat kolestasis.

METODE PENELITIAN

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan
sebanyak 32 ekor, berumur 2,5 bulan dengan
bobot badan antara 150–180 gram yang telah
disapih dari induknya diadaptasikan terlebih
dahulu selama satu minggu sebelum digunakan
sebagai sampel penelitian. Sebanyak  32 ekor
tikus putih dibagi menjadi empat kelompok, di
mana masing-masing kelompok terdiri dari
delapan ekor tikus putih. Kelompok pertama
adalah kelompok kontrol tanpa bile duct ligation
(P0) dengan perlakuan pemberian sodium
carboxy methyl cellulose (CMC) 0,3% sebanyak
2 ml. Tiga kelompok yang lain adalah tikus
putih yang seluruhnya mengalami bile duct
ligation (Beaussier et al., 2007; Brandoni dan
Tores, 2009) dengan perlakuan pemberian CMC
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0,3% (P1), ellagic acid (P2) dan ekstrak buah
delima terstandar (P3) dalam pelarut CMC
dengan volume yang sama.

Bile duct ligation dilakukan dengan cara
tikus dianesthesi dengan kombinasi ketamine
HCl dan diazepam (100 mg : 5 mg, dengan dosis
1 ml / kg b.b. intra muskular). Insisi dilakukan
pada midline  abdomen sepanjang kurang lebih
setengah dari jarak antara bagian abdomen
posterior dengan cartilago xyphoideus. Pada
saluran empedu yang terletak 0,5 – 1 cm dari
dinding duodenum, dibuat 2 ligasi dengan jarak
kurang lebih 0,3 cm menggunakan prolene 7/0.
Bagian yang terletak diantara dua ligasi dipotong
untuk mendapatkan kondisi obstruksi total pada
saluran empedu. Selanjutnya saluran empedu
yang telah terikat dan terpotong dikembalikan
ke dalam rongga abdomen. Muskulus dan kulit
abdomen yang telah diinsisi ditutup kembali
dengan jahitan terputus menggunakan catgut
4/0 dan prolene 4/0 (Brandoni and Tores, 2009).

Dosis ellagic acid yang diberikan adalah 60
g/kgbb/po/hari, diberikan selama 28 hari.
Berdasarkan kandungan 40% EA yang terdapat
dalam ekstrak buah delima, maka dosis ekstrak
buah delima yang diberikan adalah 150mg/kg
bb/hari peroral, dengan volume pemberian
maksimal 2 ml, selama 21 hari (Beaussier et
al., 2006 ; Devipriya et al., 2007).  Ekstrak buah
delima terstandar yang mengandung 40% ellagic
acid  dan ellagic acid 90% yang dipakai dalam
penelitian ini adalah produk komersial ( Xi’an
Biof Bio-Technology Co., Ltd. Gaoxin Distric of
Xi’an, People Republic of China).

Pengambilan darah dilakukan 21 hari
setelah perlakuan. Pengambilan darah
dilakukan setelah hewan percobaan dianesthesi
dengan ether. Selanjutnya serum diperlakukan
sebagaimana mestinya sebagai bahan
pemeriksaan ALP dan GGT dan tikus
dikorbankan.

Pengumpulan data dilakukan dalam
lingkungan yang terkontrol dan terkendali
dengan asumsi semua kondisi diusahakan sama
dan dapat dikendalikan. Tingkat kemaknaan uji
statistika yang dipergunakan dalam penelitian
ini sebesar 0,05. Data yang telah dikumpulkan
diolah secara manual dan menggunakan
perangkat lunak komputer program SPSS
18.00.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tikus putih yang dipersiapkan dengan
metode bile duct ligation (BDL) merupakan
hewan model yang paling cocok untuk
menggambarkan fibrosis liver pada manusia.
Berdasarkan pengamatan preparat histopatologi
oleh Beaussier et al., 2007, didapatkan bahwa
pada hari kedua hingga dua minggu setelah
BDL, hati hewan model mengalami proses
inflamasi dengan skor fibrosis 1 (fibrosis ringan).
Fase tersebut ditandai dengan fibrosis yang
terdeteksi sebagai deposit pada area
periduktuler. Memasuki minggu ketiga hingga
empat minggu setelah BDL, hati mengalami
fibrosis dengan skor 3 (fibrosis sedang – berat).
Fibrosis berkembang lebih luas dan mulai terjadi
pembentukan septa fibrosis hingga bridging
fibrosis. Derajat fibrosis yang lebih berat dengan
skor 4 (sirosis) terlihat lima hingga enam
minggu setelah BDL. Pada minggu ke tujuh,
proses fibrosis mulai berkembang menjadi
sirosis hati yang ditandai dengan terbentuknya
mikronodul pada hati (Beaussier et al., 2007).

Hingga saat ini belum ditemukan obat yang
benar-benar efektif untuk terapi fibrosis hati,
baik yang disebabkan oleh kolestasis maupun
yang lainnya. Oleh karena itu, strategi baru
untuk mencegah kerusakan hati dan fibrosis
karena kolestasis sangat diperlukan. Penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa stres
oksidatif, inflamasi dan fibrogenesis yang terjadi
selama kolestasis memiliki peran penting dalam
proses fibrosis hati akibat kolestasis (Alptekin
et al., 1997; Pastor et al., 1997). Dengan
demikian, penggunaan bahan yang memiliki
aktivitas antioksidan, antiinflamasi dan
antifibrotik,  merupakan strategi terapi yang
potensial untuk mencegah fibrosis hati.

Tumbuhan dapat tumbuh dengan baik pada
lingkungan yang mengandung prooksidan tinggi
dan cahaya yang terang, dengan konsekuensi
akan terbentuk singlet oksigen dan ROS. Tidak
mengherankan bahwa tanaman seperti delima
mengandung banyak polyphenol yang tinggi
yang berperan sebagai scavengers yang sangat
baik terhadap ROS (Hara, 1994; Frankel, 1999).
Polyphenol memiliki  aktivitas antioksidan lebih
tinggi daripada vitamin C dan vitamin E (Zao
et al., 1989). Ekstrak delima yang kaya akan
polifenol menghambat peroksidasi lipid baik in
vitro, pada hewan percobaan maupun pada
manusia (Hara, 1994, Katiyar et al., 1994;  Lee
et al., 1995; Frankel, 1999).
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak buah delima (P3) dapat
menurunkan kadar GGT dan ALP dengan lebih
baik bila dibandingkan dengan pemberian
ellagic acid (P2). Hasil yang sama juga terlihat
bila dibandingkan dengan kelompok perlakuan
P0 dan P1. Penurunan kadar GGT dan ALP
pada semua kelompok perlakuan terlihat pada
Tabel 1.

Berbagai penelitian sebelumnya (Trams dan
Symons, 1957; Parola et al., 1996; Sokol et al.,
1998) melaporkan bahwa BDL  dapat
menyebabkan peningkatan alanine amino-
transferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), ALP dan GGT, nekrosis sel, proliferasi
kolangiosit dan fibrosis hati. Pada penelitian ini,
ekstrak buah delima secara signifikan
menurunkan kerusakan hati sebagaimana yang
tercermin dari penurunan ALP dan GGT. Pada
penelitian yang lain, pemberian ekstrak kulit
buah delima terbukti dapat  menurunkan
jumlah sel yang mengalami nekrosis dan secara
signifikan pula menurunkan ALT, AST, LDH
dan derajat fibrosis hati akibat BDL (Toklu et
al., 2007)  (Yuniarti, 2011 dibilang Pustaka ndak
jelas)

Kelompok perlakuan yang diberi ekstrak
buah delima (P3) menyebabkan penurunan
kadar GGT dan ALP yang tidak berbeda nyata
dengan kelompok kontrol (P0). Hasil ini juga
lebih baik bila dibandingkan dengan kelompok
perlakuan yang diberi ellagic acid (P2) (p < 0,05).
Ekstrak buah delima dan jus delima memiliki
aktivitas lebih kuat bila dibandingkan dengan
bagian buah atau bahan aktif yang dikonsumsi
terpisah. Hal tersebut diduga karena efek
sinergestik atau aditif dari berbagai komponen
fitokimia yang terdapat dalam keseluruhan
buah. Ekstrak keseluruhan buah delima
mengandung banyak sekali bahan aktif,
terutama polyphenol. Polyphenol  delima terdiri

dari flavonoids (flavonols, falvonols dan
anthocyanins), hydrolyzable tannins
(ellagitannins dan gallotannins) dan condensed
tannins (proanthocyanidins). Fitokimia lain
yang ditemukan pada delima adalah organic
acid, phenolic acid, sterols, triterpenoids, fatty
acids, triglycerides dan alkaloids. Keberadaan
polyphenol juga meningkatkan kelarutan ellagic
acid dalam usus, sehingga lebih mudah
diabsorbsi.  Polyphenol juga menghambat
metabolisme ellagic acid oleh mikroba usus
menjadi urothilin melalui aktivitas antimikroba
yang dimiliki (Seeram et al., 2006). Dengan
demikian, absorbsi ellagic acid sebagai bahan
aktif utama mengalami peningkatan jika
dibandingkan dengan pemberian ellagic acid
secara individual.

Ekstrak berbagai jenis tanaman dapat
mengurangi derajat fibrosis melalui berbagai
mekanisme.  Namun, pemberian ekstrak
beberapa jenis tanaman yang juga mengandung
polyphenol tidak menurunkan kadar bilirubin
serum pada tikus putih yang mengalami BDL.
Dengan demikian diduga bahwa pemberian
ekstrak yang mengandung polyphenol
memberikan efek perbaikan terhadap proses
fibrosis yang terjadi, tetapi tidak menurunkan
derajat atau progresivitas kolestasis yang
terjadi. Mekanisme alternatif lain dalam
perlindungan terhadap fibrosis yang paling
memungkinkan adalah melalui aktivitas
ekstrak buah delima sebagai scavenger terhadap
ROS yang dihasilkan akibat kolestasis (Ferrali
et al., 1980).

Kematian sel yang diinduksi oleh oksidan
juga dapat menyebabkan proses penyembuhan
yang berlebihan sehingga berakhir dengan
fibrosis. Oleh karena itu pencegahan kematian
sel juga dapat menurunkan derajat fibrosis.
Untuk mendukung hal tersebut, ekstrak buah
delima telah terbukti menurunkan pelepasan

Tabel 1. Rataan Kadar GGT dan ALP pada Setiap Kelompok Perlakuan

Kelompok (n=8) GGT (mg/dl)( X ± SD) ALP (mg/dl)( X ± SD)

P0 (Kontrol) 2,8 ± 1,4a 449 ± 62,3a

P1 (BDL+CMC)) 191 ± 35,4c 890 ± 5,7c

P2 (BDL+Ellagic acid) 48,5 ± 14,8b 691 ± 29,7b

P3 (BDL+ Ekstrak buah delima) 10,5 ± 9,2a 509 ± 4,2a

*)Notasi yang berbeda pada kolom yang sama adalah berbeda nyata (p < 0,05)

Keterangan : GGT = gamma-glutamyl transferase
ALP = alkaline phosphatase
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ALP, GGT, nekrosis sel, dan menurunkan
derajat fibrosis. Kemungkinan lain adalah
bahwa ekstrak buah delima mencegah aktivasi
sel Kupffer, sehingga menurunkan pembentukan
mediator inflamasi dan fibrogenik. Peran sel
Kupffer dalam proses fibrosis hati hingga saat
ini masih kontroversial. Destruksi sel Kupffer
terbukti dapat menurunkan fibrosis hati akibat
induksi carbon tetrachloride (Rivera et al.,
2001).

Kolangiosit mungkin memiliki peran
penting dalam proses fibrosis dan sirosis hati
yang disebabkan karena BDL. Kolangiosit
mensintesis dan mensekresi sejumlah mediator
proinflamasi dan mediator yang terkait dengan
fibrosis termasuk interleukin-6 (IL-6),
endothelin-1 (ET-1), monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1), plattelet derived growth
factor (PDGF), tumour necrotic factor alpha
(TNF-á) dan spesies oksigen reaktif (Matsumoto
et al., 1994; Caligiuri et al., 1998; Yasoshima et
al., 1998; Strazzobosco et al., 2000). Mediator ini
memungkinkan kolangiosit untuk
berkomunikasi ekstensif dengan sel hati lainnya,
termasuk hepatic stellate cells (HSCs), sel-sel
inflamasi dan fibroblas portal. Reaksi  duktuler
pada hati yang mengalami jejas dianggap
sebagai pemicu fibrosis pada area portal (Desmet
et al., 1995). Dalam berbagai sel, termasuk
kolangiosit, ROS menstimulasi proliferasi sel
(Aurora-Kuruganto et al., 1999; LeSage et al.,
2001; Preston et al., 2001; Svegliati-Baroni et
al., 2001). Dengan aktivitasnya sebagai
scavenger terhadap ROS, polyphenol dapat
menghambat proliferasi kolangiosit dan
produksi mediator inflamasi dan fibrogenik oleh
sel-sel tersebut. Untuk mendukung hipotesis ini,
kolangiosit berkembang biak secara dramatis
setelah BDL seperti yang diharapkan dan efek
ini dilemahkan oleh aktivitas polyphenol.

SIMPULAN

Ekstrak buah delima terstandar memiliki
aktivitas menurunkan kadar GGT dan ALP
lebih baik daripada ellagic acid hingga
mendekati kadar normal pada hewan model
fibrosis hati. Ekstrak buah delima terstandart
merupakan kandidat anti fibrotik yang potensial
untuk dikembangkan.

SARAN

Untuk mendapatkan pemahaman yang
lebih optimal tentang aktivitas antifibrotik
ekstrak buah delima terstandar, maka
diperlukan penelitian pada hewan percobaan
dengan waktu pemberian yang lebih lama.
Diperlukan penelitian lanjutan yang
mengevaluasi perilaku sel penyusun hati secara
lebih spesifik, misalnya hepatosit, hepatic
stellate cells, sel Kupffer, netrofil, sel mast dan
kolangiosit.
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