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ABSTRAK

Latar Belakang: Kanker payudara merupakan keganasan yang paling sering
dialami wanita di dunia. Annona muricata telah lama digunakan masyarakat
sebagai terapi alternatif kanker. Sejauh ini belum terdapat literatur ilmiah tentang
pengaruh Annona muricata terhadap karsinogenesis akibat induksi 7,12
Dimethylbenz[a]nthracene (DMBA). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh suplementasi ekstrak daun Annona muricata terhadap kejadian displasia
epitel kelenjar payudara tikus Sprague Dawley.

Metode: Penelitian ini menggunakan Randomized post test only control group
design. Lima belas ekor tikus dibagi menjadi 3 kelompok (K, P I, P II). Semua
kelompok diinduksi dengan DMBA yang diberikan dengan sonde lambung 2 kali
perminggu selama 5 minggu. Setelah diistirahatkan selama 3 hari pasca induksi
DMBA, kelompok P I mendapatkan sonde Tamoxifen 0,018 mg dan kelompok P
IT mendapatkan sonde ekstrak daun Annona muricata 200 mg/kgBB selama 8
minggu. Kejadian displasia dinilai berdasarkan persentase displasia duktus dan
lobulus.

Hasil: Persentase displasia lobulus dan duktus terendah ditemukan di kelompok
P II. Uji One Way ANNOVA menunjukkan perbedaan bermakna (p<0,05) dengan
nilai p=0,021 untuk displasia lobulus dan p=0,027 untuk displasia duktus. Uji
Post Hoc Bonferroni menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna antara
kelompok K dengan P II (p=0,027) untuk displasia lobulus dan kelompok P I
dengan P II (p=0,044) untuk displasia duktus.

Simpulan: Suplementasi ekstrak daun Annona muricata dapat menurunkan
kejadian displasia epitel kelenjar payudara tikus Sprague Dawley yang diinduksi
DMBA.

Kata Kunci: Displasia, Annona muricata, DMBA, Kanker Payudara
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THE EFFECT OF ANNONA MURICATA LEAVES EXTRACT
SUPLEMENTATION ON THE INCIDENCE OF MAMMARY GLANDS
EPITHEL DYSPLASIA IN SPRAGUE DAWLEY RATS INDUCED BY

7, 12 DIMETHYLBENZ[oJANTHRACENE

ABSTRACT

Background: Breast cancer is the most common cancer in women worldwide.
Annona muricata has long history as an alternative therapy for cancers in society.
There has no been scientific literature about the effect of Annona muricata in
carcinogenesis induced by 7,12 Dimethylbenz[a]nthracene (DMBA). This study is
aimed to investigate the effect of Annona muricata leaves extract suplementation
on the dysplasia incidence of mammary glands epithel of Sprague Dawley rats.
Methods: This study utilized randomized post test only control group design.
Fifteen rats were divided into 3 groups (K, P I, P II). All groups were induced by
DMBA intragastric twice a week for 5 weeks. After having a rest for 3 days post
DMBA induction, P I group received Tamoxifen 0.18 mg and P II received Annona
muricata leaves extract 200 mg/kg body weight for 8 weeks. The dysplasia
incidence was evaluated based on the percentage of ductal and lobular dysplasia.
Result: The lowest percentage of both dysplasias was on group P II. One way
ANNOVA test presented significant differences (p<0.05) with p=0.021. According
to Bonferroni post hoc test, there were significant differences between groups K
and P Il (p=0.027) for lobular dysplasia and between groups P I and P Il
(p=0.044) for ductal dysplasia.

Conclusion: The present study demonstrates that the Annona muricata leaves
extract suplementation can reduce the dysplasia incidence of mammary glands
epithel of Sprague Dawley rats induced by DMBA.
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PENDAHULUAN

Kanker payudara merupakan kanker yang sering ditemukan pada wanita.
Sebanyak 20 % dari seluruh kasus keganasan di dunia adalah kanker payudara.
Sedangkan di Indonesia, kanker payudara menempati urutan pertama dengan
insidensi sebanyak 8.227 kasus atau sebesar 16,85 % pada tahun 2007."' Hingga
saat ini belum ditemukan pengobatan yang ideal untuk menyembuhkan kanker.
Selain itu rendahnya pengetahuan dan kesadaran masyarakat, serta mahalnya
biaya pengobatan dapat menyebabkan ketidaktuntasan pengobatan sehingga angka
kekambuhan kanker pun menjadi tinggi.

Suatu sel normal untuk berubah menjadi suatu kanker akan melewati
beberapa tahapan. Pada fase tertentu tahapan tersebut, perubahan yang terjadi
masih bersifat reversibel.? Oleh karena itu pengembangan obat atau senyawa yang
mampu mencegah dan menghambat karsinogensesis memiliki prospek yang lebih
menjanjikan. 7amoxifen merupakan salah satu agen kemopreventif yang biasanya
diberikan kepada wanita dengan risiko tinggi terkena kanker payudara.’ Akan
tetapi obat ini memiliki efek samping yang tidak menyenangkan serta penggunaan
Tamoxifen dalam jangka lama dapat menimbulkan resistensi dan meningkatkan
risiko terjadinya kanker endometrium.**

Oleh karena itu penelitian-penelitian yang dikembangkan saat ini lebih
banyak menggunakan zat-zat yang berasal dari bahan alam atau phytochemical,
yaitu salah satunya menggunakan Annona muricata atau sirsak. Tanaman ini
mudah ditemukan di Indonesia dan masyarakat kita pun telah menggunakannya

sebagai pengobatan alternatif kanker dengan cara meminum rebusan daunnya.’



Beberapa literatur menyebutkan bahwa Annona muricata memiliki aktivitas
antikanker. Zat aktif dalam tanaman ini yang berkhasiat sebagai anti kanker
adalah Annonaceous acetogenins.*™® Acetogenins merupakan inhibitor kuat dari
kompleks I mitokondria atau NADH dehidrogenase yang dapat mengakibatkan
penurunan produksi ATP yang akan menyebabkan kematian sel kanker.”*
Mekanisme inhibisi tersebut juga dapat memicu terjadinya aktivasi jalur apoptosis
serta mengaktifkan p53 (tumor supressor genes) yang dapat mengentikan siklus
sel untuk mencegah terjadinya proliferasi tak terkendali.'*"

Akan tetapi penelitian mengenai kemampuan daun Annona muricata dalam
menghambat karsinogenesis masih sangat terbatas. Hal ini patut disayangkan
karena selain Acetogenins, daun Annona muricata juga mengandung berbagai
macam senyawa kimia lainnya seperti alkaloid, asam lemak, minyak esensial,
flavonoid, saponin, triterpenoid, fitosterol, dan senyawa polifenol yang
kemungkinan besar juga memiliki efek antikarsinogenesis.'*" Selain itu Annona
muricata juga memilki kemampuan sebagai antioksidan, meskipun bukan
antioksidan kuat.

Oleh karena itu penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
suplementasi ekstrak daun Annona muricata terhadap kejadian displasia epitel
kelenjar payudara tikus Sprague Dawley yang diinduksi karsinogen 7, 12

Dimethylbenz[a]anthracene (DMBA).



METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan
pendekatan Randomized post test only control group design. Hewan coba yang
digunakan adalah tikus Sprague Dawley betina yang berusia 5 minggu, berat
badan 60-80 gram setelah aklimatisasi dan tidak ada abnormalitas anatomi. Tikus
ini diperoleh dari Lembaga Penelitian dan Pengembangan Terpadu Universitas
Gajah Mada. Jumlah sampel yang digunakan adalah sebanyak 15 ekor tikus.

Lima belas tikus tersebut diaklimatisasi di laboratorium dan diberi pakan
standar ditambah diet tinggi lemak menggunakan otak sapi selama satu minggu
secara ad libitum. Kemudian hewan coba dibagi menjadi 3 kelompok (K, P I, dan
P II), masing-masing kelompok terdiri dari 5 ekor tikus yang ditentukan secara
acak, lalu masing-masing kelompok dikandangkan secara terpisah dan
mendapatkan pakan standar ad libitum ditambah diet tinggi kolesterol
menggunakan otak sapi sampai penelitian selesai.

Semua kelompok mendapatkan induksi DMBA intragastrik dua kali
perminggu selama lima minggu. Selanjutnya kelompok P I sebagai kontrol positif
diberi 0,18 mg Tamoxifen yang dilarutkan dalam 1 ml aquabidest dan kelompok P
IT diberi ekstrak daun Annona muricata dengan dosis 200 mg/kgBB. Perlakuan
tersebut diberikan melalui sonde lambung setiap hari selama 8 minggu post
induksi DMBA.

Pada akhir perlakuan, tikus dibunuh dengan inhalasi ether lalu diambil
jaringan payudaranya untuk diproses menjadi preparat histologik dengan

pengecatan HE. Kejadian displasia dinilai dari persentase displasia lobulus dan



duktus kelenjar payudara. Pemeriksaan tersebut menggunakan mikroskop cahaya
dengan pembesaran 400x dan 1000x dan penghitungan dilakukan pada seluruh
lapangan pandang.

Analisis data meliputi analisis deskriptif dan uji hipotesis. Homogenitas data
diuji dengan uji Levene. Normalitas data diuji dengan uji Saphiro Wilk. Uji
hipotesis dilakukan menggunakan uji One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan
uji Post Hoc Bonferroni. Batas derajat kemaknaan penelitian ini adalah apabila

variabel yang dianalisis memiliki nilai p<0,05.

HASIL

Dari awal hingga akhir penelitian tidak terdapat tikus yang drop out. Pada
akhir penelitian secara makroskopik belum dijumpai adanya tumor atau nodul
yang teraba pada tikus. Tetapi saat proses pembedahan ditemukan adanya tumor
yang berbenjol-benjol pada paru-paru salah satu tikus kelompok P 1.

Meskipun tidak terdapat tikus yang drop out, pada pembacaan preparat
didapatkan satu sampel dari kelompok K yang harus dieksklusikan karena tidak
dapat ditemukan adanya kelenjar payudara meskipun telah dilakukan potongan
dalam pada jaringan dari tikus tersebut.

Kejadian displasia epitel kelenjar payudara dinilai berdasarkan persentase

displasia duktus dan lobulus yang terangkum pada box plot dibawah ini .



duktus.displasi

0.80 5
[}
0.60
14
[ J
0.40
0.20
J——
0.00
T T T
kontrol tamoxifen ekstrak sirsak

jenis terapi



0.807

0.60

0.40

| .
I

T T T
kontrol tamoxifen ekstrak sirsak

lobulus.displasi

jenis terapi

Box plot 1. Kejadian Displasia Kelenjar Payudara

Berdasarkan box plot di atas, dapat dilihat bahwa presentase displasia
lobulus terbanyak ditamukan pada kelompok K dan displasia duktus terbanyak
ditemukan di kelompok K dan P I. Sedangkan persentase displasia terendah baik
untuk lobulus dan duktus ditemukan pada kelompok P II.

Dikarenakan data displasia duktus tidak terdistribusi normal (p=0,026),
maka dilakukan transformasi data terlebih dahulu menggunakan akar kuadrat
sebelum dilakukan uji hipotesis. Setelah dilakukan transformasi, data terdistribusi
normal dan pada uji homogenitas dengan Levene’s Test menunjukkan bahwa
semua data yang terkumpul adalah homogen. Pada uji hipotesis One Way Annova
didapatkan nilai p=0,021 untuk displasia lobulus dan p=0,027 untuk displasia
duktus yang berarti terdapat perbedaan bermakna antara kelompok perlakuan

(p<0,05).



Tabel 1. Nilai p pada uji Post Hoc Bonferoni

Variabel Perlakuan K PI PII
K - 1,000 0,027*
Displasia
Lobulus PlI 1,000 - 0,091
PII 0,027* 0091 -
K - 1,000 0,078
Displasia %
Duktus PI 1,000 - 0,044
PII 0,078 0,044* -

Catatan: * = berbeda bermakna
Hasil Post Hoc Test metode Bonferroni (Tabel 1) menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05) antara kelompok K dengan P II untuk

variabel displasia lobulus dan kelompok P I dengan P II untuk displasia duktus.

PEMBAHASAN

Kanker payudara merupakan kanker yang banyak ditemui dan ditakuti kaum
wanita.! Salah satu tanaman yang banyak digunakan masyarakat untuk mengobati
kanker tersebut adalah daun Annona muricata.’ Beberapa penelitian menyebutkan
bahwa kandungan Acetogenins pada tanaman ini bersifat sitotoksik selektif
terhadap sel kanker.”® Meskipun demikian efek dan mekanisme penghambatan
ekstrak daun Annona muricata terhadap karsinogenesis belum banyak diketahui.
Oleh karena itu pada penelitian ini penulis ingin mengetahui pengaruh ekstrak
daun Annona muricata terhadap kejadian displasia epitel kelenjar payudara tikus

Sprague Dawley yang diinduksi karsinogen DMBA.



Hingga batas akhir perlakuan pada penelitian ini belum ditemukan adanya
kanker pada kelenjar payudara, terutama pada kelompok kontrol (K), yaitu
kelompok tikus yang hanya diinduksi karsinogen DMBA saja. Meskipun
demikian dari hasil pengamatan gambaran histopatologis didapatkan adanya sel
epitel duktus dan lobulus yang mengalami hiperplasia dan displasia. Hal ini
mungkin dikarenakan lama perlakuan post induksi yang tidak terlalu lama, yaitu
hanya 8 minggu.

Pada penelitian ini, persentase tertinggi epitel duktus dan lobulus kelenjar
payudara yang mengalami displasia terjadi pada kelompok kontrol serta pada
kelompok tersebut didapatkan pula penambahan jaringan ikat di sekitar lobulus
dan duktus. Adanya penambahan jaringan ikat pada kelompok kontrol mungkin
dikarenakan pemberian DMBA selain dapat menyebabkan terbentuknya
adenokarsinoma, juga mampu menginduksi terbentuknya fibroadenoma dan juga
sarkoma."

Meskipun demikian, pada kelompok P 1, yaitu kelompok yang
mendapatkan perlakuan Tamoxifen juga didapatkan persentase displasia duktus
yang tinggi seperti kelompok kontrol. Padahal seharusnya kelompok ini adalah
kelompok kontrol positif. Peneliti menduga kemungkinan hal ini terjadi karena
Tamoxifen, selain bersifat sebagai antagonis estrogen, ternyata mampu
menghambat peroksidasi lipid. Adanya penghambatan ini menyebabkan
peningkatan pembelahan sel dan penghambatan induksi apoptosis.'> Selain itu
pada penelitian yang dilakukan oleh Fendi KC dan Zimniski SJ menunjukkan

bahwa ternyata Tamoxifen hanya mampu menghambat pembentukan tumor



payudara yang hormone dependent tetapi tidak mampu menghambat terjadinya
tumor payudara yang hormone independent, bahkan mereka menduga bahwa
pemberian Tamoxifen dapat menstimulasi pertumbuhan tumor payudara yang
diinduksi DMBA..'¢

Pada penelitian ini didapatkan persentase displasia terendah terjadi pada
kelompok P 1II, yaitu kelompok yang mendapatkan perlakuan ekstrak daun
Annona muricata. Berdasarkan analisa yang telah dilakukan menggunakan uji
One Way ANNOVA didapatkan hasil yang signifikan pada variabel displasia
duktus dan lobulus. Lalu pada uji post hoc Bonferroni diperoleh adanya perbedaan
yang bermakna antara kelompok K dengan P II untuk variabel displasia lobulus
dan kelompok P I dengan P II untuk displasia duktus. Dilihat dari persentase
displasia yang terjadi maka secara umum dapat disimpulkan bahwa pemberian
ekstrak daun Annona muricata post induksi DMBA dapat menurunkan kejadian
displasia epitel kelenjar payudara.

Sejauh ini belum terdapat penelitian mengenai efek kemopreventif atau
penghambatan karsinogenesis dari ekstrak Annona muricata. Akan tetapi terdapat
beberapa penelitian tentang efek kemopreventif dari tanaman yang satu famili
dengan Annona muricata, yaitu Annona squamosa. Penelitian yang dilakukan oleh
Suresh K dkk tahun 2006 menunjukkan bahwa ekstrak ethanol kulit batang
Annona squamosa mampu menghambat pembentukan squamous cell carcinoma
serta menurunkan volume tumor pada hamster Golden Syrian yang diinduksi
DMBA. Pada penelititan tersebut Annona squamosa menunjukkan efek

kemopreventif dan juga aktivitas antiperoksidasi lipid.'” Selain itu penelitian lebih



lanjut yang dilakukan para peneliti tersebut pada tahun 2008 menunjukkan bahwa
Annona squamosa memiliki efek antigenotoxic yang mampu mencegah terjadinya
aberasi kromosom.'®

Dalam penelitian yang dilakukan penulis, berdasarkan gambaran
histopatologis yang terjadi dapat dilihat bahwa pemberian ekstrak daun Annona
muricata mampu menghambat karsinogenesis akibat pemberian DMBA dengan
menurunkan kejadian displasia epitel. Meskipun mekanisme pasti yang terlibat
dalam proses tersebut belum jelas, penulis menduga bahwa kandungan
acetogenins yang terdapat dalam ekstrak daun Annona muricata serta senyawa
kimia lainnya seperti flavonoid, triterpenoid, saponin, polifenol, dan metabolit
sekunder lainnya berperan dalam mekanisme tersebut.

Beberapa literatur menyebutkan bahwa kandungan acetogenins dalam
Annona muricata memiliki efek kuratif terhadap sel kanker melalui mekanisme
inhibisi kompleks I mitokondria yang akan mengganggu proses transfer elektron.®
Inhibisi kompleks 1 mitokondria oleh Acetogenins akan menyebabkan
menurunnya produksi ATP. Penurunan jumlah ATP tersebut justru akan
menginduksi terjadinya apoptosis.'®®*® Selain itu hipoksia akibat penurunan
produksi ATP juga dapat mengaktitkan p53, suatu tumor supressor genes, yang
menyebabkan terhentinya siklus sel pada fase Gl sehingga dapat mencegah
proliferasi sel yang berlebihan."

Senyawa golongan flavonoid juga mampu menginduksi apoptosis dan
menghentikan siklus sel melalui mekanisme inhibisi enzim topoisomerase. Selain

itu flavonoid juga dapat menghambat aktivitas karsinogen melalui inhibisi



sitokrom P450 sehingga senyawa karsinogen menjadi tidak reaktif. Flavonoid
juga meningkatkan ekspresi enzim gluthation S-transferase yang dapat
mendetoksifikasi karsinogen sehingga cepat dieliminasi tubuh.?'

Senyawa terpenoid dapat pula memblok siklus sel pada fase G2/M dengan
menstabilkan benang-benang spindle pada fase mitosis sehingga proses mitosis
dapat terhambat. Terpenoid juga dapat memicu apoptosis melalui mekanisme
seperti flavonoid.*

Selain itu daun Annona muricata juga memiliki aktivitas antioksidan yang
diduga berperan dalam pencegahan kanker. Penelitian tentang aktivitas
antioksidan Annona muricata dilakukan oleh Baskar R dkk tahun 2007 yang
menunjukkan bahwa ekstrak ethanol daun Annona muricata dosis 500 microg/ml
menunjukkan maximum scavenging activity dan penghambatan peroksidasi lipid
seperti pada ekstrak daun Annona squamosa.”

Terdapat hal yang manarik perhatian penulis pada penelitian ini. Pada dua
sampel dari kelompok P II (4nnona muricata), yaitu P 11.3 dan P I1.5, didapatkan
adanya gambaran hiperplasia lobulus yang sangat besar dan berbentuk seperti
kista dengan massa di dalam lumennya dan hampir mengisi seluruh lumennya.
Pada P I1.3, dari 7 lobulus yang nondisplasia 2 diantaranya mengalami hiperplasia
lobulus tersebut. Dan pada P II.5 hampir setengah dari lobulus non displasia yang
ditemukan memilki gambaran histopatologi tersebut. Sedangkan pada kelompok
K (kontrol), hanya satu sampel saja yang memiliki gambaran tersebut, dan hanya
2 dari 5 lobulus saja yang mengalami hiperplasi lobulus seperti yang telah

dijabarkan sebelumnya.



Berdasarkan studi literatur yang penulis lakukan, kemungkinan hal
tersebut diakibatkan oleh penghambatan kompleks I mitokondria oleh acetogenins
pada daun Annona muricata. Adanya inhibisi pada rantai transfer elektron pada sel
normal sebenarnya dapat memicu terjadinya pembelahan sel dan pembentukan
tumor. Akan tetapi studi terbaru mengatakan hanya gangguan pada kompleks II
mitokondria lah yang benar-benar mampu menginduksi terjadinya karsinogenesis,
sedangkan manipulasi pada rantai transfer elektron lainnya, selain kompleks II,
justru akan menghambat pembentukan tumor daripada menginduksinya.” Oleh
karena itu penulis belum dapat memastikan apakah hiperplasia lobulus tersebut
akan mengarah ke lesi preneoplastik atau tidak. Untuk itu diperlukan adanya

penelitian lebih lanjut untuk mengetahui hal tersebut.

SIMPULAN DAN SARAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa suplementasi ekstrak daun Annona
muricata dengan dosis 200 mg/kgBB secara oral selama 8 minggu berpotensi
menghambat karsinogenesis pada tikus yang diinduksi karsinogen DMBA dengan
menurunkan kejadian displasia epitel kelenjar payudara. Akan tetepi dikarenakan
belum terbentuknya kanker, maka penelitian ini masih belum dapat
menggambarkan efek kemopreventif dari suplementasi daun Annona muricata
secara pastti dan menyeluruh. Sehingga untuk membuktikan potensi
penghambatan karsinogenesis dari ekstrak daun Annona muricata terhadap kanker
payudara diperlukan penelitian lanjutan menggunakan parameter terstandar

dengan durasi penelitian yang lebih lama, jumlah sampel yang banyak, serta dapat



pula dilakukan penelitian dengan dosis bertingkat untuk mengetahui dosis yang
paling efektif dalam mencegah kanker. Penggunaan senyawa spesifik dari daun
Annona muricata sebagai pengganti crude extract sangat dianjurkan pada
penelitian di masa mendatang. Selain itu dapat pula dilakukan penelitian

tambahan yang layak terhadap manusia.
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