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ABSTRAK

EFEK EKSTRAK TUMBUHAN SURUHAN (Peperomia pellucida) TERHADAP
HISTOLOGI TUBULUS SEMINIFERUS MENCIT YANG DIINDUKSI ALOKSAN

Rohmawati

Diabetes mellitus (DM) merupakan  penyakit akibat adanya peningkatan kadar glukosa
(hiperglikemia) dan salah satu penyebab infertilitas pada pria. Pria yang mengalami DM dapat
menggangu fungsi potensial membran mitokondria, yang menyebabkan kerusakan endotelium
pembuluh darah sehingga pemberian nutrisi berkurang ke jaringan-jaringan tubulus
seminiferus dan mengganggu proses spermatogenesis.Penelitian ini bertujuan untuk menguji
potensi ekstrak tumbuhan suruhan (Peperomia pellucida [L.] Kunth ) dalam menurunkan
kadar glukosa darah dan mencegah terjadinya kerusakan tubulus seminiferus. Penelitian
eksperimental yang menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari
lima kelompok perlakuan dengan masing- masing lima pengulangan menggunakan mencit
jantan. Kelompok K- sebagai kontrol negatif  (diinduksi aloksan 150 mg/kgBB), kelompok
K+ (diinduksi aloksan 150 mg/kgBB dan Glibenklamide 0,65mg/kgBB), kelompok P1
(suruhan dengan dosis 56 mg/kgBB/hari dan diinduksi aloksan dengan dosis 150mg/kgBB),
P2 (suruhan dengan dosis 112 mg/kgBB/hari dan induksi aloksan dengan dosis 150mg/kgBB)
,dan P3 (suruhan dengan dosis 168 mg/kgBB/hari dan diinduksi aloksan dengan dosis
150mg/kgBB). Aloksan diberi sebanyak 3 kali dalam 6 hari, glibenklamid selama 35 hari dan
ekstrak suruhan diberikan setiap hari selama 35 hari. Data yang diperoleh di uji menggunakan
One Way (ANOVA) dan dilanjutkan dengan BNT pada taraf nyata 5%. Hasil penelitian
glukosa darah dan tubulus seminiferus yang didapat terlihat signifikan (P<0,005). Namun jika
dilihat dari penurunan kadar glukosa darah dan yang mampu meningkatkan sel spernatosit
primer, sel spermatid dan diameter tubulus seminiferus muncul tampak dosis efektif dalam
meningkatkan dan memperbaiki mencit DM yang diberi aloksan adalah (Ekstrak suruhan
dosis 56 mg/kgBB/hari).

Kata kunci: Diabetes mellitus, Peperomia pellucida, Aloksan, dan Tubulus
seminiferus
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Diabetes mellitus merupakan salah satu penyakit akibat adanya peningkatan kadar

glukosa (hiperglikemia) dalam darah yang harus diwaspadai oleh masyarakat.

Gangguan metabolisme kronik dengan berkurangnya hormon insulin yang dapat

menimbulkan adanya penyakit diabetes mellitus kelainannya antara lain dengan

ditandai  hiperglikemia dan glukosuria serta berkembangnya pada sistem komplikasi

makrovaskular dan mikrovaskular serta  masalah kesehatan reproduksi menimbulkan

pengaruh buruk terhadap infertilitas dan potensi seksual pada pria ( Long, 1996).

Pria yang mengalami penyakit DM dapat menyebabkan terjadinya peningkatan ROS

dapat merusak membran mitokondria sehingga menyebabkan hilangnya fungsi

potensial membran mitokondria, yang menyebabkan kerusakan endotel pembuluh

darah sehingga pemberian nutrisi berkurang ke jaringan-jaringan tubulus seminiferus

dan mengganggu proses spermatogenesis

(Greenstein dan Wood, 2012).

Kondisi ini menyebabkan terjadinya peningkatan Reaktif Oksigen Spesies (ROS)

yang dapat memicu terjadinya cekaman oksidatif di dalam tubuh yang dan

menimbulkan beberapa perubahan dan fungsi seksual, adanya perubahan yang

disebabkan sifat toksik dari aloksan adalah terbentuknya radikal bebas yang dapat
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merusak membran sel melalui peningkatan peroksidasi lipid yang menyebabkan

terjadi gangguan transport ion esensial dari dan dalam sel, sehingga menyebabkan

apoptosis sel. Peningkatan stres oksidatif pada penderita diabetes mellitus juga

berhubungan dengan infertilitas yang memiliki pengaruh yang cukup besar terhadap

disfungsi ereksi. Hasil penelitian Anton (2008) menunjukkan efek negatif penyakit

sistemik ini terhadap fertilitas pria, diantaranya adalah adanya peningkatan

konsentrasi radikal bebas yang menyebabkan kerusakan spermatozoa dan kerusakan

pada DNA serta adanya penurunan jumlah sel-sel spermatosit juga disebabkan oleh

kerusakan sel-sel karena adanya radikal bebas yang tinggi. Senyawa diabetogenik

aloksan juga mampu menurunkan kadar insulin dan mengganggu homeostasis glukosa

darah (Zhang et al., 2002; Li et al., 2009).

Antioksidan merupakan senyawa yang mampu meredam dampak negatif dari oksidan

yang bersifat larut dalam air (water soluble) atau larut dalam lemak (lipid soluble),

ada yang diproduksi sendiri oleh tubuh dan ada pula yang berasal dari luar tubuh

(Baynes and Dominiczak, 2014). Flavonoid dapat berperan meredam Reactive

Oxygen Species (ROS) dengan memberi elektron kepada (ROS) yang terbentuk,

sehingga senyawa menjadi non radikal yang tidak berbahaya terhadap membran sel

(Mayes, 2003).

Efek penurunan kadar glukosa darah diduga disebabkan oleh senyawa dan ekstrak

yang memiliki sifat seperti hormon insulin, salah satunya dapat merubah kelebihan

glukosa menjadi lemak, memacu terjadinya proses glikogenesis, serta menghambat

glukoneogenesis. Tumbuhan  suruhan merupakan tanaman herbal yang sudah lama

dikenal oleh masyarakat luas sebagai obat, Secara empiris herba suruhan juga dapat

mengobati sakit  perut, kepala , beberapa hasil  penelitian yang telah dilakukan
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menunjukkan bahwa herba suruhan  mempunyai  potensi sebagai antiinflamasi

(Wijaya dan Monica, 2004),  Selain itu  herba suruhan  mengandung  senyawa

metabolik sekunder antara lain glikosida, falavonoid, tanin dan steroid/triterpenoid.

Menurut Singab et al (2005), flavonoid mampu berperan sebagai senyawa yang dapat

menetralkan radikal bebas akibat oksidasi .

Oleh karena itu, berdasarkan latar belakang di atas maka dilakukan penelitian

mengenai efek pemberian ekstrak tumbuhan suruhan (Peperomia pellucida) terhadap

histologi tubulus seminiferus mencit yang diinduksi aloksan.

B. Tujuan Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh ekstrak tumbuhan suruhan

(Peperomia pellucida) yang mampu meningkatkan jumlah sel spermatosit primer, sel

spermatid dan diameter tubulus seminiferus mencit yang diinduksi aloksan.

C. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada masyarakat

mengenai tumbuhan suruhan (Peperomia pellucida) yang dapat dijadikan sebagai

obat kontrasepsi alternatif bagi pria yang aman dan mudah didapat serta untuk

pengobatan diabetes millitus dari bahan yang alami.
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D. Kerangka Pemikiran

Diabetes mellitus yang tidak terkontrol dengan baik dapat menyebabkan stres

oksidatif.  Stres oksidatif  ini terjadi karena adanya  peningkatan ROS (Reaction

Oxygen Spesies)  hal ini dapat menurunkan antioksidan dan  pria penderita diabetes

mellitus dapat merusak membran mitokondria dan dapat  menghilangkan fungsi

potensial membran mitokondria serta dapat menginduksi kerusakan DNA yang

mempercepat apoptosis sel epitel germinal sehingga menurunkan jumlah spermatozoa

dan terjadi perubahan morfologi spermatozoa. Untuk itu perlu dilakukan upaya dalam

menurunkan kadar glukosa darah dengan menggunakan bahan tumbuhan yang

mempunyai potensi menekan kadar glukosa darah dalam tubuh. tumbuhan suruhan

(Peperomia pellucida) merupakan salah satu tanaman herba yang digunakan

masyarakat sebagai obat tradisional.Tanaman ini mengandung senyawa metabolit

sekunder salah satunya flavonoid yang  merupakan substansi yang  terbanyak dan

terpenting dalam kelompok polifenol didalam tanaman dan memiliki aktivitas mirip

dengan insulin. Senyawa aktif flavonoid juga dapat menghambat lemak jahat pada

penderita diabetes yang terakumulasi dalam pembuluh darah. Menurut Singab et al.,

(2005), flavonoid mampu berperan sebagai senyawa yang dapat menetralkan radikal

bebas (antioksidan).

E. Hipotesis

Dalam penelitian ini, hipotesis yang diajukan adalah pemberian ekstrak tumbuhan

suruhan (Peperomia pellucida) yang  mampu meningkatkan jumlah sel spermatosit

primer, sel spermatid dan diameter tubulus seminiferus mencit yang diinduksi

aloksan.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Infertilitas pada Diabetes mellitus

Infertilitas yang disebabkan oleh DM dapat merusak fungsi kelenjar seks

asesori dan spermatogenesis. Penyakit ini ditandai dengan adanya

peningkatan kadar glukosa darah kronis dapat ditemukan dengan berbagai

gejala, seperti polyurea, polidipsia (banyak minum), polifagia (banyak

makan) dan penurunan berat badan. Gejala lainnya yang bisa terjadi yaitu

lemah, gatal, mata kabur dan disfungsi ereksi pada pria (Haida, 2013).

Faktor lain yang dapat mempengaruhi infertilitas pada pria penderita

diabetes mellitus terjadi akibat menurunya kadar testosteron yang

disebabkan oleh Reaction Oxygen Spesies (ROS) yang dapat merusak

integritas DNA pada nukleus spermatozoa sehingga berakibat terjadinya

apoptosis sel. Apoptosis sel tersebut mempengaruhi jumlah spermatozoa

dan menyebabkan perubahan morfologi spermatozoa terutama pada saat

spermatogenesis (Faranita, 2009).

Hasil penelitian Amalina (2010) menyatakan bahwa penurunan kadar

testosteron akan disertai penurunan respon LH dan FSH terhadap

rangsangan gonadotropin.  Kadar testosteron yang rendah ini

mempengaruhi fungsi spermatogenesis, sebab testosteron berperan



6

menginisisasi dan menjaga proses spermatogenesis dan pematangan

sperma di dalam testis, melalui aksinya pada sel Leydig dan sel Sertoli.

Testosteron dan FSH berperan penting dalam proses spermatogenesis yang

saling mempengaruhi sel sertoli.

B. Spermatogenesis Pada Mencit

Spermatogenesis merupakan rangkaian peristiwa sitologi yang tujuannya

menghasilkan spermatozoa. Spermatogenesis terdapat dalam tubulus

seminiferus testis dan berlangsung secara berkesinambungan sepanjang

masa reproduksi (Soeradi dan Nugroho, 2002).

Spermatogenesis diawali dengan adanya pertumbuhan spermatogonium

yang menjadi sel yang lebih besar yang disebut spermatosit primer. Sel-sel

ini akan membelah secara mitosis menjadi dua spermatosit sekunder yang

sama besar. Kemudian mengalami pembelahan meiosis menjadi empat

spermatid yang sama besar (Walker dan Barnes, 1988).

Proses pematangan spermatid menuju pembentukan spermatozoa disebut

spermiogenesis. Peristiwa ini terjadi setelah meiosis selesai, dalam suatu

rangkaian perubahan teratur yang mentransformasikan spermatid bulat

kecil yang menjadi spermatozoa yang memanjang dan mempunyai ekor

(Bevelander dan Ramaley, 1988).
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Tahap dalam proses spermatogenesis menurut Bevelander dan Ramaley

(1988) terdiri atas:

1. Pembentukan aukrosom

2. Perubahan dalam bentuk dan derjat kondensasi dari nukleus

3. Pembentukan flagellum yang kelak akan menjadi motil (dapat bergerak)

4. Pembentukan kembali dari sitoplasma yang ekstensif termasuk

pembentukan selubung mitokondrium.

C. Tubulus seminiferus

Testis mencit terdiri dari tubulus seminiferus dan jaringan stroma (Gambar

1). Sel generatif dan sel Sertoli pada lapisan dalam epitel tubulus

seminiferus, sedangkan pembuluh darah, limfa, sel saraf, sel makrofag,

dan sel Leydig terdapat pada jaringan stroma (Yatim, 1996).

Gambar 1. Potongan melintang tubulus seminiferus pada manusia
Sumber: Campbell dkk.,2008.
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Menurut Toelihere (1981) sel generatif yang masih muda disebut

spermatogonia yang selanjutnya akan mengalami spermatogenesis menjadi

spermatozoa. Setiap tubulus mempunyai selaput dasar (membran basalis)

terdiri dari jaringan ikat dengan bagian luarnya yang kaya akan pembuluh

pembuluh darah. Pembuluh darah ini tidak menembus membran basalis

dan makanan bagi sel-sel spermatogenik yang ada di dalam tubulus

diperoleh dengan jalan difusi. Potongan melintang tubulus seminiferus

memperlihatkan sel-sel turunan spermatogenik (spermatogonium,

spermatosit perimer, spermatosit sekunder, spermatid) tersebar dalam 4

sampai 8 lapisan yang menempati ruangan antara lamina basalis dan

lumen tubulus (Junquiera dan Cameriro 1988). Sel-sel ini membelah

beberapa kali dan akhirnya berdiferensiasi menghasilkan spermatozoa.

Yatim (1996) menyatakan  bahwa sel Sertoli yang terdapat pada epitel

tubulus seminiferus memiliki ukuran besar dan terletak di antara deretan

sel spermatogenik. Inti sel Sertoli berbentuk lonjong dengan nukleolus

besar dan kromatin kurang jelas, memiliki banyak retikulum endoplasma

(RE) halus dan sedikit RE kasar, badan golgi yang berukuran besar,

banyak mitokondria dan lisosom.

Guyton (1994) menambahkan, sel-sel ini berhubungan dengan proses

spermatogenesis. Sel-sel Sertoli mensekresi cairan yang membasahi sel-sel

germinal dan cairan tambahan ke dalam lumen tubulus seminiferus,

sebagai nutrisi bagi sperma yang berkembang dan baru dibentuk. Sel-sel
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Sertoli juga mensekresi hormon Factor inhibisi muller, ABP, estradiol,

dan inhibin.

D. Mencit (Mus musculus )

Kedudukan taksonomi mencit dalam ITIS (2018) adalah sebagai

berikut.

Kingdom : Animalia

Subkingdom : Bilateria

Infrakingdom : Deuterostomia

Phyllum : Chordata

Subphyllum : Vertebrata

Infraphyllum : Gnathostomata

Superclass : Tetrapoda

Class : Mamalia

Subclass : Theria

Infraclass : Eutheria

Order : Rodentia

Suborder : Myomorpha

Superfamily : Muroidea

Family : Muridae

Subfamily : Murinae

Genus : Mus

Species : Mus musculus
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Gambar 2. Morfologi mencit (Mus musculus )
Sumber: Dokumentasi pribadi

Mencit merupakan salah satu mamalia pengerat yang sering digunakan

sebagai hewan percobaan.Selain itu mencit yang dipelajari secara efektif,

juga dapat memberikan keterangan dasar untuk kepentingan manusia

(Effendi dan Manafis, 2002).

Secara biologis mencit memiliki ciri umum, yaitu berupa rambut berwarna

putih atau keabu-abuan dengan warna perut sedikit lebih pucat. Mencit

merupakan salah satu hewan nokturnal yang sering melakukan

aktivitasnya pada malam hari. Perilaku mencit dipengaruhi oleh beberapa

faktor , antara lain faktor internal seperti perbedaan umur,seks, hormon,

kehamilan, dan penyakit; faktor eksternal seperti minuman, makanan, dan

lingkungan disekitarnya. Mencit dapat bertahan hidup selama 1-2 tahun

dan dapat juga mencapai umur 3 tahun. Lama bunting selama 19-21 hari

sedangkan umur untuk siap dikawinkan mencapai 8 minggu. Perkawinan

mencit terjadi pada saat mencit betina mengalami estrus.Kemampuan satu
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induk dapat menghasilkan 6-15 ekor anak (Smith dan Mangkoewidjojo,

1998).

Mencit termasuk hewan poliestrus, siklusnya dapat berlangsung setiap 4-5

hari sekali, lamanya birahi berlangsung antara 9-20 jam, estrus terjadi 20-

40 jam seletah partus. Penyapihan dapat menginduksi estrus dalam 2-4

hari. Cara perkawinan mencit berdasarkan rasio jantan dan betina

dibedakan atas monogamus, triogamus, dan harem sistem. Monogamus

terdiri dari satu jantan dan satu betina, triogamus terdiri dari satu jantan

dan dua betina, sementara harem terdiri dari satu .jantan dan lebih dari tiga

betina dalam satu kandang (Yuwono et al., 2006).

E. Hormon Reproduksi pada Mencit

Menurut Syaifuddin (2011), hormon adalah subtansi yang dihasilkan oleh

sel atau kelompok sel yang bergerak dalam aliran darah yang mengantarnya

ke organ target atau jaringan dalam tubuh yang memberikan suatu reaksi

yang dapat menolong mengkoordinasi fungsi-fungsi dalam tubuh. Hormon

dapat memberikan efeknya pada struktur-struktur target dengan cara :

1. Memengaruhi jalur-jalur metabolik secara langsung

2. Mengontrol perkembangan organ-organ spesifik atau produk-produk

sekretorisnya

3. Mengubah fungsi gen

a. Klasifikasi Hormon Reproduksi Berdasarkan Unsur Pembentuknya

Semua hormon berpartisipasi dalam semua aspek reproduksi. Partisipasi
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ini mungkin melalui kerja langsung terhadap fungsi fisiologik lingkungan

internal yang menjamin keberhasilan reproduksi atau pengaruh tidak

langsung. Hormon-hormon reproduksi dibagi dalam tiga kategori menurut

unsur pembentuknya, yakni golongan protein (peptida), golongan steroid,

dan golongan asam lemak.Berikut penjelasan dari ketiga golongan hormon

diatas, sebagai berikut.

1. Hormon protein atau polipeptida bermolekul besar dengan berat

molekul 300-70.000 dalton dengan sifat-sifat mudah dipisahkan oleh

enzim sehingga tidak dapat diberikan melalui oral tetapi harus

diberikan melalui suntikan (Contohnya : Gn-RH).

2. Hormon steroid mempunyai berat molekul 300-400 dalton. Hormon

steroid alami tidak efektif apabila diberikan melalui oral, tetapi steroid

sintesis dan yang berasal dari tumbuhan dapat diberikan melalui oral

maupun suntikan (Contohnya : estrogen, progesteron, dan androgen).

3. Hormon asam lemak mempunyai berat molekul 400 dalton dan hanya

dapat diberikan melalui suntikan (Contohnya: prostaglandin) (Luqman,

1999).

b. Hormon-hormon Reproduksi Primer

1. Kelenjar Hipofisis

Kelenjar hipofisis terletak di dalam legokan pada dasar ruang otak

yang dikenal sebagai sella turcic. Kelenjar ini mensekresikan

sejumlah hormon-hormon, seperti Melanophore Stimulating Hormone

(MSH) dan Vasopressin juga disekresikan oleh kelenjar hipofisis.

MSH mengatur sintesis dan penyebaran melanin sedangkan
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Vasopressin mempengaruhi tekanan darah dan keseimbangan air dalam

tubuh.

2. Hormon-hormon gonadotropin

Kelenjar adenohipofisis mensekresikan tiga hormon gonadotropin

yaitu, FSH, LH, dan LTH. Hormon-hormon ini sangat penting dalam

pengaturan ovarium dan testis untuk produksi ovum dan spermatozoa

dan pelepasan hormon-hormon gonadal yaitu testosteron, estradiol, dan

progesterone (Anonim, 2016).

3. Hormon Gonadal Gonad, yaitu testis pada hewan jantan dan ovarium

pada hewan betina sebagai organ-organ kelamin merupakan tempat

pembentukan hormonhormon kelamin jantan dan betina selain fungsinya

sebagai penghasil gamet atau sel-sel kelamin. Pada umumnya, hormon-

hormon gonadal berfungsi mempertahankan organ-organ kelamin

pelengkap dan sifatsifat kelamin sekunder (Linda dan Danny, 2008).

diproduksi di dalam testis dan sedikit oleh korteks adrenal.

F. Tumbuhan Suruhan

1. Klasifikasi  Tumbuhan Suruhan (Peperomia pellucida [L.] Kunth)

menurut (Backer. C., 1968 : 85-594, Sutrisno.B, 1998 : 9-234).

Kerajaan : plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledoneae

Bangsa : Piperales

Suku : Piperaceae
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Marga : Peperomia

Jenis : Peperomia pellucida L. Kunth

Gambar 3. Tumbuhan Suruhan (Peperomia pellucida)
(Sumber: Dokumentasi Pribadi)

Tumbuhan merupakan salah satu tanaman herba yang biasa ditemukan

tumbuh liar di tempat-tempat yang lembab atau sedikit terlindung pada

daerah yang kurang subur, seperti pinggiran selokan, sela-sela bebatuan,

celah dinding yang retak, dinding yang curam, ladang, dan pekarangan.

Taumbuhan yang berasal dari Amerika tropis ini bisa ditemukan dari

dataran rendah sampai 1000 m di permukaan laut. Pada daerah yang tidak

begitu kering. Tanaman semusim ini tumbuh tegak dengan tinggi 40 cm.

Memiliki daun yang berbentuk seperti hati, batang bulat silindirs, herba.

Tumbuhan suruhan ini memiliki bunga pada bagian tangkai dan ketiak

daun, batang berwarna sedikit keunguan dan ada yang berwarna kehijauan

yang banyak mengandung air. Buah tanaman berbentuk bulat, (Backer,

1965).
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2. Kandungan Senyawa Tumbuhan Suruhan

Tumbuhan suruhan salah  satu spesies yang  memiliki khasiat  sebagai

obat  antidiabetes (antihiperglikemik). Hasil penelitian Kusumawarni et

al.,  (2012) mnyatakan bahwa  fraksi  etil  asetat  dari tumbuhan  suruhan

memiliki  aktivitas  antidiabetes terhadap  tikus  yang  hiperglikemik

akibat  diinduksi dengan  aloksan.  Persentase  penurunan kadar glukosa

darah  pada  penelitian  tersebut  sebesar 53.44%  dan  tidak  berbeda

nyata  dengan  kontrol positif (obat antidiabetes).

Beberapa  hasil  penelitian  yang telah dilakukan  menunjukkan  bahwa

tumbuhan  suruhan  mempunyai  potensi sebagai antiinflamasi (Wijaya dan

Monica, 2004),  memiliki  efek  antipiretik  (Khan,  et al.,  2007),

antimikroba  dan  anti  kanker (Wei, et  al.,  2011),  Penelitian Lestari

(2010), diketahui  bahwa  herba suruhan  mengandung  senyawa  kimia

golongan  glikosida,  falavonoid,  tanin  dan steroid/triterpenoid, alkaloid,

tanin,  kalsium  oksalat,  lemak,  dan minyak atsiri (Khare, 2007).

Flavonoid memiliki kemampuan sebagai antioksidan yang dapat menjaga

testis dari stres oksidatif dan kerusakan DNA. Menurut Chauhanan Dixit,

antioksidan dapat mengubah level androgen seperti hormon testosteron

yang bertanggungjawab pada proses spermatogenesis.
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G. Induksi Aloksan

Aloksan merupakan salah suatu senyawa kimia diabetogenik yang sering

digunakan pada hewan percobaan. Aloksan sebagai suatu substrat yang

secara struktural merupakan  derivat pirimidin sederhana yang mempunyai

kemampuan untuk merusak sel ß pankreas sehingga menurunkan produksi

insulin. Aloksan mampu menginduksi pengeluaran ion kalsium dari

mitokondria ini mengakibatkan gangguan homeostatis yang berawal dari

matinya sel (Rohilla dan Shahjad, 2012).  Sebagai zat diabetogenik yang

digunakan aloksan mampu menimbulkan keadaan hiperglikemia dalam

waktu 2 – 3 hari dengan aksi toksiknya di pengaruhi oleh radikal bebas

(Sunaryo, 2012).  Sebagai  diabetogenik,  aloksan dapat  digunakan  secara

intravena,  intraperitoneal dan  subkutan. Dosis  intravena  yang

digunakan biasanya  65  mg/kg  BB,  sedangkan  intraperitoneal dan

subkutan  adalah  2-3  kalinya  (Szkudelski, 2001).

Gambar 4. Struktur Kimia Aloksan Monohidrat
(Sumber: Yuriska, 2009).
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Mekanisme kerja aloksan dalam merusak  sel β pankreas menunjukan

bahwa aloksan merupakan agen oksidator kuat yang dapat menghasilkan

radikal bebas dalam jumlah besar sehingga menimbulkan keadaan stress

oksidatif. Stress oksidatif merupakan suatu keadaan terjadinya

ketidakseimbangan antara jumlah radikal bebas dengan antioksidan.

Sehingga keadaan ini dapat mengakibatkan rusaknya sel β pankreas yang

memicu peningkatan kadar glukosa darah ( Hasbi, 2013)

H. Glibenklamide

Glibenklamid merupakan obat antidiabetes oral yang paling sering

digunakan untuk pengobatan Diabetes Mellitus (DM). Glibenclamide

bekerja dengan cara menstimulasi pengeluaran insulin dengan cara

menghambat penempelan reseptor sulfonil urea di sel β pulau langhears

dan mampu menyebabkan adanya tegangan pembukaan calsium chanel

yang akhirnya terjadi peningkatan kalsium intra sel β (Akash, et  al.,2013).

Glibenklamid atau sering juga disebut gliburide merupakan obat diabetik

oral yang biasanya dibuat dalam bentuk sediaan tablet dengan bahan

tunggal maupun bahan campuran. Tablet yang dibuat dapat berisi

glibenklamid tunggal maupun dengan campuran dari beberapa obat

antidiabetes lain seperti campuran antara metformin dan glibenklamid.

Dalam penelitian ini di gunakan aloksan untuk meningkatkan kadar

glukosa darah mencit dan penggunaan glibenklamid sebagai obat

pembanding karena dapat meningkatkan sekresi insulin (Guyton and Hall,

1997).
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III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat

Penelitian ini akan dilaksanakan di Laboratorium Zoologi Jurusan Biologi,

FMIPA, Universitas Lampung untuk tempat pemeliharaan mencit, pembuatan

ekstrak etanol suruhan, pemberian perlakuan, penimbangan berat basah organ

testis, dan pengamatan histologi. Pembuatan preparat histologi akan dilakukan

di Laboratorium Patologi Balai Veteriner Lampung. Penelitian ini akan

dilaksanakan selama bulan September-Oktober 2018.

B. Alat dan Bahan

1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang mencit yang

terbuat dari plastik berukuran 50x30cm sebanyak 30 unit yang akan dibagi

menjadi 6 kelompok, tempat makan dan minum mencit, seperangkap alat,

sonde lambung digunakan untuk mencekokan ekstrak suruhan ke hewan

uji bedah (pisau bedah, jarum, pinset, dan papan bedah), alumunium foil,

neraca untuk menimbang berat badan mencit,kapas dan kertas label. Alat

gelas yang digunakan antara lain gelas Beaker, Erlenmeyer, gelas ukur,

cawan petri, dan tabung reaksi,corong,batang pengaduk
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,mesin penggiling, rotary evaporator digunakan untuk menguapkan pelarut

etanol, botol film digunakan untuk menyimpan organ sebelum dibuat

preparat histologi, Alat lain yang digunakan seperti mikroskop, slide

preparat, mikrometer.

2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit jantan yang

berumur 2-3 bulan dengan berat 30-40 gram yang diperoleh dari Balai

Veteriner Lampung, pakan mencit berupa pellet, air, etanol 96%

digunakan sebagai pelarut pada proses maserasi, dan aquadest. Bahan

yang digunakan dalam pembuatan ekstrak suruhan, yaitu bahan ekstrak

yang diujikan pada mencit diabetes, aloksan digunakan sebagai induktor

umtuk membuat mencit menjadi diabetes. Bahan yang digunakan untuk

pembuatan preparat histopatologi terdiri dari paraffin, Hematoxylin, eosin,

, xylol, alkohol (70%, 80%, 90%, dan 100%), kanada balsam, dan larutan

buffer formalin 10%.

C. Prosedur Penelitian

1. Persiapan Kandang dan Hewan Uji

Sebelum dilaksanakannya penelitian, disiapkan kandang untuk hewan uji

berukuran 50 x 30 cm dan hewan uji berupa mencit jantan  yang berumur

2-3 bulan dengan berat badan sekitar 30-40 gram .Mencit jantan sebanyak

30 ekor dikelompokan 5 kelompok perlakuan dan masing-masing
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kelompok perlakuan terdiri dari 6 pengulangan,. Mencit diberi makan

berupa pelet dan minum setiap hari.

2. Rancangan Percobaan

Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah

Rancangan Acak Lengkap (RAL). yang dilakukan selama 35 hari, .

Sedangkan untuk induksi aloksan dilakukan pada hewan uji 3 kali selama

6 hari. Hewan uji yang digunakan yaitu mencit jantan yang berjumlah 25

ekor dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan masing-masing dengan 5

kelompok pengulangan (K-, K+, P1, P2, P3) . Setiap kelompok

diperlakukan secara berbeda, yaitu sebagai berikut:

a. Kelompok kontrol,normal (K-) hanya diberi diinduksi aloksan untuk

dengan dosis 150 mg/kgBB sebanyak 3 kali selama 6 hari.

b. Kelompok kontrol positif (K+) diinduksi aloksan untuk membuat

mencit diabetes  dengan dosis 150 mg/kgBB sebanyak 3 kali selama 6

hari dan glibenklamide 0,65mg/kgBB) selama 35 hari.

c. Kelompok perlakuan 1 (P1), ekstrak suruhan 56 mg/kgBB/hari selama

35 hari dan diinduksi aloksan dengan dosis 150 mg/kgBB sebanyak 3

kali selama 6 hari.

d. Kelompok perlakuan 2 (P2), ekstrak suruhan 112 mg/kgBB/hari

selama 35 hari dan diinduksi dengan aloksan dosis 150 mg/kgBB

sebanyak 3 kali selama 6 hari.
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e. Kelompok perlakuan 3 (P3), ekstrak suruhan 168 mg/kgBB/hari

selama 35 hari dan diinduksi aloksan dengan dosis 150 mg/kgBB

sebanyak 3 kali selama 6 hari.

3. Pembuatan Ekstrak Suruhan

Ekstrak etanol suruhan dibuat di Laboratorium Zoologi FMIPA

Universitas Lampung. Dalam penelitian ini pembuatan ekstrak

menggunakan etanol 96% sebagai pelarut. Tumbuhan suruhan semua

diambil dari akar sampai bagian batang dan daunnya dicuci dengan air

mengalir hingga bersih untuk menghilangkan kotoran dan mikroba yang

menempel pada tumbuhan kemudian dibilas dengan aquadest. Setelah itu

tumbuhan suruhan dikering anginkan pada suhu ruang sampai air pada

permukaan tumbuhan suruhan mengering. Selanjutnya, tumbuhan suruhan

dihancurkan dan dipotong-potong hingga mudah untuk dihaluskan dengan

blender. Kemudian suruhan yang sudah dihaluskan ditambahkan etanol

96% untuk melakukan ekstraksi dan dimaserasi selama 24 jam. Proses

ekstraksi dilakukan berulang-ulang hingga ekstrak yang didapat tidak

berwarna lagi. Hasil maserasi ini selanjutnya disaring dengan

menggunakan kertas saring dan diambil filtratnya. Filtrat yang telah

didapatkan dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 50º C di

Laboratorium Kimia Organik, Jurusan Kimia, FMIPA, Universitas

Lampung sehingga diperoleh ekstrak kental.
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D. Perlakuan Terhadap Hewan Uji

1. Pengukuran Berat Badan Mencit

Selama 35 hari percobaan, kemudian berat badan mencit ditimbang pada

seluruh mencit kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Hasil

pengukuran dibandingkan untuk setiap kelompok perlakuan.

2. Pemeriksaan Kadar Glukosa Darah

Dalam pemeriksaan kadar glukosa darah pada mencit ini dilakukan

sebanyak 3 kali. Tahap pertama dilakukan sebelum mencit diinduksi

aloksan, hal ini bertujuan untuk mengetahui kadar glukosa awal mencit.

Tahap kedua dilakukan setelah mencit selesai diinduksi aloksan, hal ini

bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya peningkatan kadar glukosa

darah mencit. Tahap ketiga dilakukan setelah mencit diberi perlakuan

dengan ekstrak suruhan, hal ini bertujuan untuk mengetahui perubahan

kadar glukosa darah mencit sebelum dan sesudah perlakuan yang

diberikan.Selanjutnya untuk pemeriksan kadar glukosa darah ini

dilakukan menggunkan glucometer strips. Mencit harus dipuasakan

selama 8 jam untuk dilakukan pemeriksaan kadar glukosa darahnya.

Ujung ekor mencit disterilkan menggunakan alkohol 70% tujuannnya

agar tidak terjadi iritasi kemudian dipotong sedikit. Darah yang keluar

dari bagian ekor mencit tersebut kemudian diteteskan pada kotak sensor

pada strip glucometer yang sebelumnya telah dimasukan ke glucometer.

Setelah beberapa saat akan muncul angka pada layar glucometer.

Sejumlah tertentu darah akan terserap sesuai dengan kapasitas serap test

strip sampai terdengar bunyi bip, setelah itu pendarahan mencit
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dihentikan dengan . Hasil akan terlihat pada layar setelah 150 detik

untuk uji kolesterol

3. Induksi Aloksan

Dalam induksia aloksan ini masing-masing mencit ditimbang terlebih

dahulu untuk menentukan jumlah dosis aloksan yang akan diinduksi.

Dosis aloksan yang digunakan adalah 150mg/BB. Dua jam setelah

pemeriksaan gula darah, aloksan selanjutnya diinduksikan pada mencit

dengan disuntikan secara subkutan setiap 3 kali selama 6 hari

(Szkudelski, 2001).

4. Pemberian Ekstrak Suruhan

Pemberian ekstrak suruhan ada penelitian ini dilakukan secara peroral

menggunakan sonde lambung setelah proses induksi aloksan selesai

dilakukan yaitu pada hari ke 6. Pemberian ekstrak dilakukan selama satu

siklus spermatogenesis mencit yaitu 35 hari. Setiap kelompok perlakuan

diberi ekstrak suruhan dengan dosis yang berbeda sesuai dengan

rancangan penelitian. Ekstrak dalam volume maksimum dengan

pemberian ekstrak pada mencit secara peroral yaitu 1% berat badan.

5. Pembuatan Preparat Histologi Tubulus Seminiferus

Setelah dilakukan pembedahan langkah selanutnya pembuatan preparat

histologi testis menggunakan metode paraffin dengan pewarnaan

Haematoxylin Eosin (HE). Lankgah awal organ testis yang telah dipilih

difiksasi dengan menggunakan larutan buffer formalin 10%. Kemudian
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dicuci dengan air mengalir 3-5 kali. Langkah kedua embedding yaitu

proses peletakan organ di suatu kotak tanam dengan tujuan mengisi

jaringan dengan parafin sebagai pengikat jaringan. Organ testis dipotong

kecil-kecil hingga ukuran ± 3 mm, kemudian dimasukan ke dalam

embedding cassette. Langkah ketiga Dehidration yaitu proses untuk

menghilangkan kadar air dengan cara meletakkan embedding cassette

pada kertas tisu. Kemudian organ testis direndam berturut-turut dalam

alkohol bertingkat 70%, 96%, 96%, dan 96% masing-masing selama 30

menit. Selanjutnya dilakukan perendaman alkohol absolut I, II, III selama

1 jam. Tahap keempat embedding yaitu proses peletakan organ di suatu

kotak tanam dengan tujuan mengisi jaringan dengan parafin sebagai

pengikat jaringan. Paraffin cair dituangkan ke dalam pan dan

dipindahkan satu persatu dari embedding cassette, kemudian paraffin

yang berisi potongan testis dilepaskan dari pan dengan memasukkan ke

dalam suhu 4-6oC beberapa saat. Paraffin dipotong sesuai dengan letak

jaringan yang ada dengan menggunakan scalpel hangat dan diletakkan

pada balok kayu. Tahap kelima cutting yaitu proses pemotongan

jaringan. Kemudian lembaran jaringan dalam parafin dipotong dengan

ketebalan 4-5 mikron secara obliq dan dilekatkan pada gelas obyek.

Slide dipanaskan pada inkubator dengan suhu 37oC selama 24 jam untuk

merekatkan jaringan dan mencairkan sisa parafin sebelum pewarnaan.

Selanjutnya preparat dikeringkan selama satu malam dalam inkubator

(400C). Preparat kemudian di deparafinisasi dalam xylol, direhidrasi

dalam alkohol dan diwarnai dengan Haematoxylin-Eosin (HE). Setelah
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pewarnaan selesai slide ditempatkan di atas kertas tisu pada tempat yang

datar, lalu ditetesi dengan bahan mounting berupa kanada balsam dan

ditutup dengan cover glass. Kemudian preparat dapat langsung diamati

dibawah mikroskop.

6. Perhitungan Jumlah Sel Spermatosit primer, Sel spermatid dan

Diameter Tubulus seminiferus

a. Perhitungan Jumlah Sel Spermatosit dan Sel spermatid

Perhitungan dilakukan dengan mengamati preparat histologi dari irisan

tubulus seminiferus. Pemilihan tubulus seminiferus yang baik dan bulat

dengan menggunakan mikroskop kemudian preparat diambil 3 tubulus

seminiferus yang sesuai untuk dihitung sel spermatosit primer dan sel

spermatid didalamnya. Setelah mendapatkan pengamatan tubulus

seminiferus yang sesuai dilakukan perhitungan dibawah perbesaran 40

x 10.

b. Pengukuran Diameter Tubulus seminiferus

Pengukuran diameter tubulus seminiferus dilakukan dengan

menggunakan mikrometer pada lensa okuler. Diameter diambil antar titik

pada membrane basal melalui sel spermatogenik. Pengukuran menggunakan

mikroskop dengan perbesaran 40 x 10.

E. Analisis Data dan Pengujian Hipotesis

Pada tiap kelompok jumlah sel spermatosit primer, sel spermatid dan

pengukuran diameter tubulus seminiferus yang terkumpul dianalisis

menggunakan program SPSS dengan menggunakan Analisis of Varian
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(ANOVA) pada taraf nyata 95% dan Uji Beda Nyata Terkecil (BNT)

untuk menguji perbedaan rerata antar kelompok perlakuan.

F. Diagram Alir Penelitian

Mulai

Persiapan Penelitian:

 Persiapan Hewan Uji

 Persiapan Bahan

 Persiapan Alat

Perlakuan dengan pemberian ekstrak suruhan
dan glibenklamide

Perhitungan dan pengukuran histologi tubulus

seminiferus

Analisis data dan uji hipotesis

Pengukuran kadar glukosa darah menci

Selesai

Gambar 3. Diagram Alir Metode Penelitian



V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan bahwa pember ian ekstrak tumbuhan

suruhan dengan dosis 56/mg/kgBB dan 112/mg/kgBB mampu meningkatkan jumlah

sel spermatosit primer, sel spermatid dan diameter tubulus seminiferus mencit yang

diinduksi aloksan.

B. Saran

Disarankan pada peneliti lain untuk dapat meneliti secara terperinci pada parameter

lainnya dan pembuatan histologi tubulus seminiferus menggunakan tekhnik

imunohistokimia.
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