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ABSTRAK

Kanker payudara merupakan kasus kanker tertinggi pada wanita di seluruh dunia dan penyebab kematian terbesar akibat kanker. Salah satu tanaman
yang diketahui dapat bersifat sebagai anti-kanker adalah daun sirsak. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun sirsak
terhadap histologi sel tumor payudara pada tikus betina galur Sprague Dawley. Penelitian eksperimental dengan desain post-test only control group.
Proses induksi tumor payudara dengan pemberian 7,12 dimetilbenz(a)antracene (DMBA) dan estrogen. Total subjek penelitian adalah 30 ekor tikus betina
galur Sprague Dawley yang dibagi menjadi 6 kelompok, yaitu normal, kontrol negatif (DMSO 5%), kontrol positif (tamoxifen per oral 50 mg/kgBB/hari),
perlakuan | (ekstrak daun sirsak per oral 75 mg/kg/hari), perlakuan Il (ekstrak daun sirsak per oral 150 mg/kgBB/hari), dan perlakuan Il (ekstrak daun sirsak
per oral 300 mg/kgBB/hari); perlakuan diberikan selama 9 hari. Uji statistik Fischer exact test menunjukkan tidak terdapat perbedaan gambaran jaringan
histologi secara bermakna antar kelompok perlakuan. Ekstrak etanol daun sirsak dosis 300 mg/kgBB/hari tidak memengaruhi histologi tumor payudara.

Kata kunci: 7,12 dimetilbenz(o. antracene, daun sirsak, tumor payudara

ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent cancer and cause of cancer death in women worldwide. Soursop leaf has been known to have anti-cancer properties.
This study aimed to determine the effect of soursop leaf ethanol extract on the histology of breast tumor in female Sprague Dawley rats. This is an
experimental study with a post-test only control group design. Breast tumor was induced by 7,12 dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) and estrogen
injection. The total subjects were 30 female rats Sprague Dawley divided into 6 groups: normal, negative control (DMSO 5%), positive control (tamoxifen
oral 50 mg/kgBW/day), treatment | (soursop leaf extract oral 75 mg/kgBW/day, treatment Il (soursop leaf extract oral 150 mg/kgBW/day), and treatment
Il (soursop leaf extract oral 300 mg/kgBW/day). Each treatment was for 9 days. Analysis with Fischer exact test resulted in no significant difference in
histological characteritics among the treatment groups. Ethanol extract of soursop leaves at a dose of 300 mg/kgBW/day did not affect the histology of
breast tumor. Teguh Rinjaya, Muhammad In'am limiawan, Mardhia Mardhia. The Effects of Soursop Leaf Ethanol Extract on the Histology of Breast
Tumor in Female Sprague Dawley Rats
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PENDAHULUAN

Kanker payudara adalah kanker paling
banyak pada wanita di seluruh dunia, terjadi
pada sekitar 2,1 juta wanita setiap tahun dan
merupakan penyebab kematian terbesar
terkait kanker pada wanita. Pada tahun 2018,
diperkirakan  627.000 wanita meninggal
karena kanker payudara, yaitu sekitar 15%
dari semua penyebab kematian akibat kanker
pada wanita.'

Kanker payudara dimulai dengan lesi
premaligna ditandai secara mikroskopis oleh

aktivitas proliferasi abnormal pada sistem
duktus (duktal) atau di kelenjar (lobular), tanpa
tanda-tanda menembus membran basal;
infiltrasi terjadi jika sel tersebut menembus
membran basal. Biasanya kelenjar memiliki
dua lapisan sel. Adanya tiga atau lebih lapisan
sel merupakan tanda aktivitas proliferasi
abnormal. Lesi dapat diklasifikasikan menurut
proliferasi, atipia seluler, dan arsitektur jaringan,
di antaranya: hiperplasia epitel lobular dan
duktus tanpa atipia, hiperplasia epitel lobular
dan duktus dengan atipia, karsinoma lobular
in situ (LCIS), dan karsinoma duktal in situ
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Kesintasan  penderita  kanker  payudara
bervariasi di seluruh dunia, saat ini umumnya
mengalami peningkatan. Kesintasan
meningkat  karena  kanker  payudara

didiagnosis lebih dini di negara-negara di
mana penduduknya memiliki akses medis
yang lebih baik, dan strategi pengobatannya
lebih  baik. Di banyak negara dengan
perawatan medis yang lebih maju, kesintasan
lima tahun penderita kanker payudara tahap
awal adalah 80-90%, dan turun menjadi 24%
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untuk kanker payudara yang didiagnosis
pada stadium yang lebih lanjut. Insiden
tertinggi kanker payudara di Amerika Utara
dan Oceania; dan insiden terendah di Asia dan
Afrika.*

Daun sirsak (Annona muricata) diketahui
memiliki lebih dari 100 senyawa asetogenin
yang memiliki aktivitas anti-tumor. Studi in
vitro menunjukkan bahwa daun sirsak memiliki
aktivitas anti-kanker terhadap kultur sel kanker
payudara T47D dan diperkirakan dapat
memiliki aktivitas anti-kanker secara in vivo.
Pemberian ekstrak etanol daun sirsak secara
per oral dapat memicu kematian sel melalui
mekanisme apoptosis. Mekanisme apoptosis
melalui beberapa cara, yaitu penghambatan
glucose transporter (GLUT) pada membran
plasma, menghambat kompleks 1
mitokondria, dan menghambat NADH pada
enzim uniquinone oxidoreductase. Asetogenins
pada daun sirsak dapat digunakan untuk
melawan kanker dengan menghambat ATP
(adenosin trifosfat) yang memberi energi pada
sel kanker, sehingga berdampak menghambat
mitosis atau pembelahan sel kanker®

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
efek pemberian ekstrak etanol daun sirsak
terhadap histologi sel tumor payudara pada
tikus putih galur Sprague Dawley.

METODE
Jenis Penelitian
Penelitian eksperimental laboratorium

metode rancangan acak dengan desain post-
test only control group. Penelitian dilakukan di
Fakultas Kedokteran Universitas Tanjungpura
pada bulan Desember 2018 hingga Oktober
2019.

Subjek Penelitian

Total subjek penelitian adalah 30 ekor tikus
putih galur Sprague-Dawley sehat yang dibagi
menjadi 6 kelompok. Kelompok normal diberi
makan dan minum standar, kelompok kontrol
negatif diberi dimetilsulfoksida (DMSO) 5%
per oral/hari, kelompok kontrol positif diberi
tamoxifen per oral 50 mg/kgBB/hari, kelompok
perlakuan | (ekstrak daun sirsak 75 mg/kgBB
per oral/hari), kelompok perlakuan Il (ekstrak
daun sirsak 150 mg/kgBB per oral/hari, dan
kelompok perlakuan Il (ekstrak daun sirsak
300 mg/kgBB per oral/hari).”8

Hewan coba diaklimatisasidengan lingkungan
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laboratorium selama 7 hari dan diberi diet
(makan dan minum) standar ad libitum.

Pembuatan Model Tumor Payudara
Pembuatan model tumor payudara pada
tikus putih menggunakan 7,12 dimetilbenz(a.)
antracene (DMBA) 100 mg dilarutkan dalam
minyak biji bunga matahari 100 mL dan
ethinyl estradiol (estrogen). DMBA dosis 1 mg/
mL diinjeksikan sebanyak 1 mL subkutan pada
mammae daerah abdomen sebelah kanan
sebanyak 8 kali setiap dua hari untuk setiap
tikus putih. Ethinyl estradiol diinjeksikan secara
intramuskular di paha kaki kanan belakang
sebanyak lima kali setiap empat hari sekali di
antara injeksi DMBA dengan dosis 20.000 1U/
kgBB.?

Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Sirsak

Daun sirsak yang telah dipetik disortasi,
dicuci dengan air dan dikeringkan pada
suhu ruangan tidak terkena cahaya matahari
langsung selama 3 hari. Daun sirsak kering
kemudian  diblender  halus  ditimbang
sebanyak 1000 gram dan dimaserasi dalam
larutan etanol 96% sebanyak 5,5 L selama
4 hari. Hasil maserasi kemudian disaring
menggunakan kertas saring Whatman No.1
hingga tidak tersisa residu atau padatan.
Setelah itu, hasil filtrasi diuapkan pelarutnya
menggunakan rotatory evaporator hingga
didapatkan fraksi kental sebanyak 82 gram.
Bahan kemudian disimpan dalam botol kaca
pada suhu 4°C. Ekstrak etanol daun sirsak

dibagi menjadi 3 dosis, yaitu 75 mg/kgBB, 150
mg/kgBB, dan 300 mg/kgBB.

Tikus putih dieutanasia dengan cara anestesi
inhalasi menggunakan kloroform. Setelah
tikus  dieutanasia, jaringan payudaranya
diambil, kemudian dibuat sediaan mikroskopis
pulasan hematoksilin  eosin  untuk dinilai
gambaran histologinya.'

Uji Statistik

Data dianalisis dengan uji statistik Fisher’s exact
test menggunakan program Statistical Product
and Social Sciences (SPSS) 23 for Windows.

HASIL

Kelompok perlakuan | dan Il mati saat
penelitian masih berjalan, sehingga hasil
yang akan dipaparkan adalah dari kelompok
normal, kontrol negatif, kontrol positif, dan
perlakuan Ill.

Kelompok normal menunjukkan 4  tikus
(100%) normal. Histologi payudara normal
terdiri dari beberapa lobi yang dipisahkan
oleh jaringan ikat interlobar padat, masing-
masing lobus dibagi menjadi beberapa
lobuli. Lobuli dipisahkan jaringan kolagen
interlobular, masing-masing lobulus terdiri
atas sistem duktus, yaitu duktus alveolar yang
dibatasi epitel selapis kuboid. Kadang-kadang
ditemukan saluran lebih besar, yaitu duktus
laktiferus dengan epitel silindris  selapis.
Jaringan ikat intralobular yang mengelilingi

1000 gram daun sirsak kering

4

Maserasi pada 5,5 L etanol 96% selama 4 hari

A

82 gram ekstrak kental

2 mL DMSO 5%

Dosis | Dosis Il Dosis Il
75 mg ekstrak kental 150 mg ekstrak kental 300 mg ekstrak kental
+ + +

2 mL DMSO 5%

2 mL DMSO 5%

Gambar 1. Tahapan pembuatan ekstrak etanol daun sirsak
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duktus di dalam setiap lobulus tampak lebinh
longgar."

Di kelompok kontrol negatif, 2 tikus (50%)
menunjukkan hiperplasia dengan atipia dan
2 tikus (50%) karsinoma invasif. Hiperplasia
dengan atipia adalah proliferasi sel epitel
monomorfik intraduktal dengan histologi dan
sitologi menyerupai karsinoma duktal in situ
derajat rendah, sedangkan karsinoma invasif
dikenali dari bentuk tidak beraturan dan telah
menginfiltrasi ke dalam stroma.>'* Hiperplasia
dengan atipia memiliki ciri-ciri lebih dari
dua lapis sel dan populasi sel heterogen
dengan morfologi berbeda. Karsinoma invasif
memiliki  ciri-ciri  penampilan  mikroskopik
sangat heterogen dan tepi tumor secara khas
tidak teratur."*

Di kelompok kontrol positif, 2 tikus (50%)
menunjukkan gambaran histologi kelenjar
payudara normal dan 2 tikus (50%) hiperplasia
dengan atipia. Gambaran histologi kelenjar
payudara normal memiliki dua lapisan
sel” vyang terdiri dari satu lapisan sel
lumina menutupi lapisan kedua berupa sel
mioepitel.™

Di kelompok perlakuan Il (300 mg/kgBB/hari),
4 tikus (100%) mengalami hiperplasia dengan
atipia.  Seluruh  kelompok  menunjukkan
gambaran histologi lain berupa peradangan,
nekrosis, dan kista. Peradangan adalah
respons kompleks biologi jaringan pembuluh
darah terhadap stimulus berbahaya seperti
patogen, sel-sel tubuh yang rusak atau
iritan.'® Sedangkan nekrosis adalah kematian
sel yang disebabkan oleh kerusakan sel akut
dan irreversibel, sehingga sel tidak dapat
melangsungkan metabolisme."” Kista diartikan
sebagai pembentukan suatu rongga patologis
didalam substansi organ dan merupakan suatu
kantong rapat, dilengkapi membran yang tegas
dan berisi cairan atau semi cairan.'® Peradangan
memiliki ciri-ciri histologis duktus berisi debris
granuler, kadang-kadang terdiri dari makrofag
dan leukosit, epitel yang melapisinya telah
rusak, adanya infiltrat limfoplasmasitik yang
mencolok dan kadang-kadang ditemukan
granuloma pada stroma periduktus.™ Nekrosis
memiliki ciri-ciri sel nekrotik dikelilingi neutrofil
dan makrofag, kadang-kadang dengan sel
datia (giant cells). Lapisan epitel kista lebih besar
dapat mendatar atau bahkan sangat atrofik.

penampilan miksomatosa yang lembut dari
stroma payudara normal dan biasa ditemukan
infiltrat pada stroma.'* Gambaran histologi sel
tumor payudara dapat dilihat pada Tabel dan
Gambar 2.

Tabel. Gambaran histologi hewan coba

Berdasarkan hasil analisis (Gambar 2), terlihat
tidak ada perbedaan gambaran histologi antar
kelompok penelitian. Hasil uji Fisher’s exact test
(p=0,05) menunjukkan tidak ada perbedaan
antara kelompok penelitian.

Normal  Hiperplasia dengan Atipia ~ Invasif
Kontrol Negatif 0 2 (50%) 2 (50%) Fisher’s Exact Test
Kontrol Positif 2 (50%) 2 (50%) 0 p=0,079
Dosis Ekstrak 300 mg/kgBB/hari 0 4 (100%) 0

Gambar 2. Gambaran histologi sel tumor payudara pada perbesaran 40x dan pewarnaan HE.

Stroma yang mengelilingi kista terdiri dari
jaringan fibrosa padat yang telah kehilangan

(A) Epitel kuboid selapis. (B) Hiperplasia epitel dengan atipia. (C) Karsinoma invasif. (D) Peradangan. (E) Nekrosis.
(F) Kista. (Lingkaran merah).
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PEMBAHASAN

Hasil pengamatan kelompok kontrol negatif
menunjukkan 2 tikus  (50%) hiperplasia
dengan atipia dan 2 tikus (50%) karsinoma
invasif. Kelompok kontrol negatif adalah
kelompok yang mendapat induksi tumor
payudara kemudian dimetil sulfoksida (DMSO)
5% per oral, artinya 7,12 dimetilbenz(a)
antracene  (DMBA) dapat  menimbulkan
kanker. DMBA  merupakan hidrokarbon
polisiklik aromatik yang dioksidasi menjadi
7,12-DMBA-3,4 oksida oleh enzim sitokrom
P450 (CYP), akan dihidrolisis menjadi bentuk
diol dan dioksidasi kembali oleh sitokrom
P450 menjadi 7,12-DMBA-3,4 oksidadio I-1,2
epoksida yang bersifat karsinogen. Metabolit
DMBA bersifat toksik dan menyebabkan stres
oksidatif, sehingga menyebabkan kerusakan
struktur sel dan nekrosis sel.'” DMBA berperan
meningkatkan laktat dehidrogenase yang
diikuti dengan nekrosis, selain itu DMBA
berperan  meningkatkan protein  MDM2
yang dapat menghambat supresor tumor
p53, meningkatkan ekspresi protein cyclin
D1 protein mendorong siklus sel melalui
fase G1, serta meningkatkan protein p27,
sehingga mengaktifkan kompleks cyclin D/
cdk mendorong siklus pembelahan sel dan
menghambat terjadinya apoptosis.”

Risiko kanker akan meningkat jika terjadi
ketidakseimbangan metabolisme estrogen.?!
Beberapa efek estrogen diantaranya kerusakan
DNA, mutasi DNA, transformasi neoplastik,
dan meningkatkan perkembangan tumor.??
Ada tiga bentuk estrogen di tubuh manusia,
yaitu estradiol, estron, dan 16-hydroxyestradiol
(estriol).? Estradiol merupakan estrogen yang
paling aktif secara biologi di tubuh manusia.”!
Gangguan metabolisme estrogen  akan
meningkatkan produksi estrogen katekol, jika
estrogen katekol berikatan dengan DNA akan
menginisiasi terjadinya kanker.”’

Hasil pengamatan histologi kelompok kontrol
positif menunjukkan 2 tikus (50%) gambaran
histologi kelenjar payudara normal dan 2 tikus
(50%) hiperplasia dengan atipia. Kelompok
kontrol  positif adalah  kelompok  yang
mendapat tamoxifen 50 mg/kgBB/hari per
oral. Tamoxifen merupakan SERM (modulator

DAFTAR PUSTAKA
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reseptor estrogen selektif) anti-estrogen
yang berikatan secara kompetitif dengan
ER (reseptor estrogen) mengakibatkan
pemblokiran  angiogenesis, menurunkan
produksi IGF-1 dan TGF, menginduksi TGF-
calmodulin  dan protein kinase C, serta
meningkatkan aktivitas natural killer cell**
Masih adanya hiperplasia dengan atipia
pada kelompok ini mungkin karena tidak
semua karsinogenesis akibat DMBA dapat
dihambat oleh tamoxifen. Tamoxifen terbatas
menghambat persinyalan estrogen. DMBA
menimbulkan kanker melalui berbagai jalur
yang tidak semuanya bisa dihambat oleh
tamoxifen sebagaimana dijelaskan di atas.

Hasil  pengamatan histologi  kelompok
perlakuan Il (300 mg/kgBB/hari) menunjukkan
4 tikus (100%) hiperplasia dengan atipia. Hal
ini berbeda dengan hasil penelitian Evy™
yang mengungkapkan dosis 300 mg/kgBB/
hari ekstrak etanol daun sirsak menunjukkan
penghambatan tumor payudara dengan
gambaran sel normal, histologi normal, dan
tidak ada pleomorfisme inti. Perbedaan ini
mungkin karena sirsak yang berasal dari area
budidaya berbeda memproduksi senyawa
bioaktif ~ dengan  konsentrasi  berbeda.
Spesies yang sama pada lokasi berbeda akan
menghasilkan metabolit sekunder dengan
konsentrasi berbeda.”> Meskipun kelompok
perlakuan Il (300 mg/kgBB/hari)  tidak
menunjukkan perbaikan, tikus kelompok I
(300 mg/kgBB/hari) lebih dapat bertahan
hidup dibandingkan kelompok perlakuan |
(75 mg/kgBB/hari) dan kelompok perlakuan I
(150 mg/kgBB/hari).

Penelitian melaporkan ekstrak daun sirsak

memiliki  aktivitas  anti-kanker  karena
mengandung  senyawa-senyawa  seperti
alkaloid,  fenolik, megastiman, flavonol

triglikosida, siklopeptida, asetogenin, dan
minyak esensial®® Asetogenin merupakan
senyawa yang banyakditelitimemiliki efek anti-
kanker?® Asetogenin dapat menghambat ATP,
sehingga menghambat mitosis. Asetogenin
juga menghambat aktivasi hypoxia-inducible
factor-1 ~ (HIF-1)  dengan  menghalangi
induksi  hipoksia dari protein HIF-1ae dan
menghambat angiogenesis tumor hipoksia

dengan menekan induksi hipoksia dari HIF-1
gen target VEGF (faktor pertumbuhan endotel
vaskular) dan GLUT-1 (glucose transporter-1).
Dihambatnya aktivitas HIF-1 menyebabkan
penekanan mitokondria pada kompleks |.
Selain itu, asetogenin juga menghambat DNA,
mengaktitkan AMPK dan menghambat jalur
persinyalan mTORC1, menghambat protein
kinase B (Akt) dan protein cyclin DI, serta
mengakibatkan apoptosis.?’

Kelompok kontrol positif, kontrol negatif,
dan perlakuan 1l (300  mg/kgBB/hari)
menunjukkan histologi berupa peradangan,
nekrosis, dan kista. Hal ini didukung oleh
penelitian  Wang® yang mengungkapkan
pada tikus yang diinduksi DMBA menunjukkan
peningkatan sitokin proinflamasi (TNF-a,, IL-
1B, dan IL-6), NF-kB, serta perubahan histologi
berupa nekrosis perisentral mitosis dan
pleomorfisme. TNF-a adalah sitokin inflamasi
yang bertanggungjawab pada inflamasi
jaringan, IL-6 adalah sitokin pleiotropik
berperan pada pertumbuhan dan diferensiasi
sel, IL-1B merupakan sitokin proinflamasi yang
berperan penting dalam inflamasi, sedangkan
NF-«B adalah faktor transkripsi penting pada
peradangan jaringan. Efek proliferasi DMBA
dan estrogen dapat meningkatkan laju mutasi
sel epitel, sehingga mempercepat kejadian
perubahan preneoplastik seperti kista.”

SIMPULAN DAN SARAN

Ekstrak etanol daun sirsak dosis 300 mg/
kgBB/hari tidak memengaruhi perubahan
histologi kelenjar payudara pada tikus putih
galur Sprague Dawley yang diinduksi 7,12
dimethylbenz(a)anthracene  (DMBA)  dan
estrogen. Keterbatasan penelitian ini adalah
kelompok perlakuan | dan II tidak dapat
dianalisis karena kematian hewan coba saat
penelitian, diduga karena induksi DMBA.
Penelitian selanjutnya dapat menyesuaikan
dosis DMBA agar tidak menyebabkan
kematian hewan coba.
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Tahun 2018.
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