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ABSTRAK

PENGARUH EKSTRAK DAUN SIRSAK (Annona muricata L)
TERHADAP KETEBALAN LAPISAN ENDOMETRIUM DAN BOBOT
UTERUS PADA MENCIT (MusmusculusL.)

Oleh

Maya Anisa Nevanka

Pemerintah selalu melakukan berbagai upaya mengatasi masalah kepadatan
penduduk di Indonesia salah satunya melalui program KB (Keluarga Berencana).
Namun beberapa hasil penelitian menunjukkan penggunaan kontrasepsi dapat
menyebabkan gangguan kesehatan. M aka diperlukan pemanfaatan tanaman obat
sebagai alat kontrasepsi. Pendlitian ini bertujuan untuk menguji pengaruh ekstrak
daun sirsak (Annona muricata L.) dalam menurunkan ketebal an lapisan
endometrium dan berat uterus pada mencit. Senyawa aktif seperti annonain dan
acetogenins dari golongan alkaloid, saponin, flavonoid serta tanin yang
terkandung dalam tanaman sirsak bersifat antifertilitas. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari 1 kelompok
kontrol dan 3 kelompok perlakuan. Kelompok K (Kontrol) diberi 0,3 ml
aquabides. Kelompok perlakuan (P1) 300 mg/Kg BB dalam 0,3 ml aquabides,
(P2) 450 mg/Kg BB dalam 0,3 ml aquabides, (P3) 600 mg/Kg BB dalam 0,3 ml
aquabides. Pemberian ekstrak dilakukan selama 14 hari. Data yang diperoleh
dianalisis menggunakan One Way ANOV A dan dilanjutkan dengan uji BNT pada
taraf kepercayaan 5%. Hasil analisis data menunjukkan bahwa semakin tinggi
dosis pemberian ekstrak daun sirsak selama 14 hari dapat menurunkan ketebalan
lapisan endometrium dan bobot uterus. Hal ini diakibatkan penurunan sekresi
FSH dan terjadi umpan balik negatif pada hipotalamus. Sehingga sekresi estrogen
juga menurun akibat folikel tidak berkembang.

Kata kunci: Antifertilitas, bobot, uterus, endometrium, Annona muricata L.
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. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang
Pertambahan populas penduduk merupakan salah satu permasalahan yang
dihadapi negara berkembang yang sampal sekarang belum dapat diatasi. Hal
inilah yang menyebabkan terjadinya kepadatan penduduk khususnya di
Indonesia, dimana Indonesia merupakan salah satu negara berkembang yang
memiliki permasalahan kepadatan penduduk. Peningkatan jumlah penduduk
yang tidak diimbangi dengan peningkatan kesegjahteraan akan memunculkan
masal ah seperti sulitnya peningkatan dan pemerataan kesgj ahteraan
masyarakat di bidang pangan, |apangan kerja, pendidikan, kesehatan dan

perumahan. Oleh karena itu masalah kepadatan penduduk harus diatasi.

Hasi| sensus pada tahun 2010 menyatakan jumlah penduduk Indonesia
mencapai 237.641.326 jiwa, lgu pertumbuhan penduduk per tahun sekitar
1,44% (Badan Pusat Statistik, 2013). Untuk mengendalikan lgju pertumbuhan
penduduk pemerintah menyel enggarakan program Keluarga Berencana (KB).
KB dapat dilakukan dengan berbagai cara yaitu sistem kalender, secara
kontrasepsi seperti suntikan atau tablet. Secara mekanik contohnya kondom,

IUD, cervical cap. Secarakimiawi dengan cara tubektomi atau vasektomi.



Berdasarkan beberapa hasil penelitian penggunaan alat kontrasepsi dapat

menimbulkan gangguan kesehatan.

Gangguan kesehatan pada pengguna kontrasepsi hormonal yaitu gangguan
haid, permasal ahan berat badan, terlambatnya kembali kesuburan, penurunan
libido, sakit kepala, hipertensi dan stroke (Saifuddin, 2006). Rustam (2008)
menyatakan bahwa akseptor keluarga berencana yang menggunakan
kontrasepsi hormonal dalam kurun waktu tertentu mengeluhkan masalah
kesehatan salah satunya hipertensi atau tekanan darah tinggi. Dari beberapa
hasil penelitian tentang efek penggunaan kontrasepsi maka penggunaan
herbal atau tanaman obat sebagai kontraseps diyakini masyarakat lebih

aman.

Indonesiamemiliki kekayaan alam berupa flora dan fauna sebagai sumber
bahan baku untuk dijadikan obat tradisional. Berbaga tumbuhan di Indonesia
dapat dimanfaatkan sebagai agen antifertilitas tanpa menimbulkan efek yang
buruk bagi penggunanya. Beberapa tumbuhan dipercaya mengandung
senyawa estrogenik yang dapat dimanfaatkan sebaga kontrasepsi herbal

(Joshi et al., 2011).

Kardinan (2004) menyatakan bahwa sirsak (Annona muricata L.) termasuk
tanaman yang bersifat antifertilitas berdasarkan kandungan senyawa
kimianya. Sirsak diketahui mengandung bahan aktif annonain dan

acetogenins dari golongan akaloid, saponin, flavonoid serta tanin. Flavonoid



merupakan salah satu dari golongan isoflavon yang mampu merangsang

pembentukan estrogen.

Hasil penelitian Wirasiti dkk. (2012) mengenai ekstrak daun sirsak

menunjukkan bahwa daun sirsak mengandung senyawa yang bersifat

antifertilitas. Mencit jantan yang diberi ekstrak daun sirsak mengalami

penurunan jumlah sel-sel spermatogonia A, sel spermatosit primer dan

spermatid. Terjadi pula penurunan kualitas atau kerusakan tubulus

seminifirus, penurunan 75% jumlah spermatozoa dalam lumen dan hilangnya

sel-sel intermedia dalam tubulus. Berdasarkan kenyataan di atas, maka

dilakukan penelitian ekstrak daun sirsak untuk dijadikan bahan antifertilitas

alami bagi wanita.

Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui efek pemberian ekstrak daun sirsak (Annona muricata L.)
terhadap ketebal an |apisan endometrium uterus mencit.

2. Mengetahui efek pemberian ekstrak daun sirsak (Annona muricata L.)
terhadap berat uterus mencit.

Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk memberikan informasi mengenai efek

pemberian ekstrak daun sirsak (Annona muricata L.) terhadap struktur

histologi lapisan endometrium dan bobot uterus mencit (Mus musculus L.).



D. Kerangka Pemikiran
Indonesia memiliki kekayaan alam berupa flora dan fauna sebagai sumber
bahan baku untuk dijadikan obat tradisional. Berbagai tumbuhan di Indonesia
dapat dimanfaatkan sebagai agen antifertilitas tanpa menimbulkan efek yang
buruk bagi penggunanya. Beberapa tumbuhan dipercaya mengandung
senyawa estrogenik yang dapat dimanfaatkan sebaga kontrasepsi herbal.
Tanaman yang bersifat antifertilitas berdasarkan kandungan senyawa
kimianya mengandung alkaloid, saponin, flavonoid serta tanin. Flavonoid
merupakan salah satu dari golongan isoflavon yang mampu merangsang
pembentukan estrogen. Hasil penelitian Wirasiti dkk. (2012) mengenai
ekstrak daun sirsak menunjukkan bahwa daun sirsak mengandung senyawa
yang bersifat antifertilitas. Mencit jantan yang diberi ekstrak daun sirsak
mengalami penurunan jumlah sel-sel spermatogonia A, sel spermatosit primer
dan spermatid. Terjadi pula penurunan kualitas atau kerusakan tubulus
seminifirus, penurunan 75% jumlah spermatozoa dalam lumen dan hilangnya
sel-sel intermedia dalam tubulus. Berdasarkan kenyataan di atas, maka
dilakukan penelitian ekstrak daun sirsak untuk dijadikan bahan antifertilitas
alami bagi wanita.

E. Hipotesis
Adapun hipotesis yang digjukan pada penelitian ini adalah sebagal berikut:
1. Pemberian ekstrak daun sirsak (Annona muricata L.) dapat menurunkan

ketebalan | apisan endometrium mencit.

2. Pemberian ekstrak daun sirsak (Annona muricata L.) dapat menurunkan

berat uterus mencit.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Sirsak (Annona muricata L .)
1. Klasifikas dan Morfologi
Menurut Sunarjono (2005), tumbuhan sirsak diklasifikasikan sebagai
berikut:
Kergaan : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Sub divis : Angiospermae
Kelas : Dicotyledonae
Bangsa : Polycarpiceae
Suku : Annonaceae
Marga : Annona

Jenis : Annona muricata L.

Gambar 1. Daun Sirsak (Annona muricata L.) (Sunarjono, 2005)



Tumbuhan sirsak merupakan tumbuhan yang berasal dari Karibia, Amerika
Selatan dan Amerika Tengah namun pohon sirsak juga banyak dijumpai di
Indonesia. Di daerah Indonesia tumbuhan sirsak dikenal dengan berbagai
macam nama, di Lampung sirsak dikenal dengan namajambu landa (Adjie,

2011).

Daun sirsak berbentuk bulat dan panjang, bentuk daun menyirip, ujung daun
meruncing, memiliki permukaan daun yang mengkilap, warna daun hijau
muda sampai hijau tua. Bunga pada tanaman sirsak disebut bunga berpistil
majemuk karena pada satu bunga terdapat banyak putik. Sebagian bunga
terdapat dalam lingkaran, membentuk spiral atau terpencar, tersusun secara
hemisiklis. Mahkota bunga memiliki 6 jumlah sepalum, dimanaterdiri dari
dua lingkaran yang memiliki bentuk hampir segitiga, tebal, kaku, berwarna
kuning keputih-putihan. Ketika sudah tua akan mekar kemudian lepas dari
dasar bunganya. Bunga biasanya akan keluar dari ketiak daun, cabang,

ranting atau pohon dan berbentuk sempurna (hermaprodit) (Sunarjono, 2005).

Kandungan Kimia Tanaman Sirsak

Daun sirsak mengandung beberapa kandungan kimia seperti alkaloid, tanin
termasuk Annonaceous acetogenins. Acetogenins merupakan senyawa yang
berpotens sitotoksik, yaitu senyawa yang bersifat toksik untuk menghambat
dan menghentikan pertumbuhan dari sel kanker (Mardiana dan Ratnasari,
2011). Acetogenins yang terkandung dalam daun sirsak dapat menyebabkan
penurunan produksi ATP sehingga sel kanker akan mati, kemudian memicu
terjadinya aktivasi jalur apoptosis serta mengaktifkan p53 yang dapat

menyebabkan terhentinya siklus sel untuk mencegah terjadinya proliferasi tak



terkendali karena acetogenins merupakan inhibitor kuat dari kompleks |
mitokondria atau NADH dehidrogenase (Retnani, 2011).

Kandungan senyawa aktif dalam daun sirsak yaitu flavonoid, alkaloid, asam
lemak, fitoestrol, mirisil alkohol dan anonol (Asprey dan Thornton, 2000).
Daun sirsak dapat dikatakan berkualitas baik jika kandungan antioksidannya
tinggi. Daun sirsak yang memiliki kandungan antioksidan tinggi terdapat
pada urutan ke-3 sampai urutan ke-5 dari pangkal batang daun dan dipetik
pada pukul 5-6 pagi (Zuhud, 2011). Senyawa flavonoid yang terdapat pada
daun sirsak berfungsi sebagai antioksidan, antimikroba, anti virus, pengatur

fotosintesis dan pengatur tumbuh (Ardiansyah, 2007).

3. Manfaat Daun Sirsak Sebagai Senyawa Antifertilitas
Berdasarkan senyawa kimia yang terkandung dalam suatu tumbuhan maka
dapat diketahui bahwa tumbuhan tersebut memiliki potensi sebagai bahan
antifertilitas. Tanaman yang dimanfaatkan sebagai obat untuk bahan
antifertilitas baik pada pria atau wanita yaitu tanaman dengan efek estrogenik,
tanaman dengan efek androgenik dan tanaman dengan efek sitotoksik.
Kelompok tanaman tersebut mengandung senyawa dari golongan steroid,
alkaloid, triterpenoid atau xanton (Fransworth, 1982). Sirsak (Annona muricata
L.) dapat digolongkan sebagai salah satu tanaman yang bersifat antifertilitas
karena sirsak mengandung senyawa kimia berupa bahan aktif annonain dan
acetogenins dari golongan alkaloid, saponin, flavonoid serta tanin (Kardinan,

2004).



Suwirta (2011) menyatakan bahwa flavonoid merupakan salah satu golongan
dari isoflavon. Isoflavon merupakan senyawa yang mampu merangsang
pembentukan estrogen serta mempunyai struktur dasar yang sama dengan
hormon estrogen sehingga isoflavon termasuk senyawa yang bersifat

estrogenik (Cambie and Brewis, 1995).

B. Mencit (Mus musculusL.)
1. Klasifikas Mencit (Mus musculusL.)

Menurut Mangkoewidjojo dan Smith (1988), mencit diklasifikasikan
sebagal berikut:
Kergaan : Animalia
Filum : Chordata
Kelas :Mamadia
Bangsa : Rodentia
Suku  : Muridae
Marga :Mus

Jenis  : MusmusculusL.

2. Ciri dan Morfologi Mencit
Mencit termasuk hewan kelas mamalia dan merupakan golongan mamalia
pengerat yang bersifat omnivorus dan nokturnal Mencit memiliki ciri
umum warna putih keabu-abuan pada kulit rambut tubuhnya dan warna
yang sedikit pucat di bagian perutnya, mata berwarna merah atau hitam

(Murwanti, dkk., 2004),



Gambar 2. Morfologi Mencit (Mus musculus L.) (Tetebano, 2011)

Mencit memiliki siklus estrus yang pendek dan teratur berkisar 4-5 hari.
Tempat pemeliharaan mencit harus sunyi dan jauh dari kebisingan dengan

suhu ruangan 18-19°C dan kelembaban udara antara 30-70% (Akbar, 2010).

Uterus Mencit

Uterus merupakan saluran muskuler yang dibutuhkan untuk penerimaan
ovum yang sudah dibuahi, penyediaan nutrisi dan perlindungan fetus, serta
stadium permulaan ekspulsi fetus di waktu kelahiran. Dinding uterus
memiliki 3 lapisan yaitu membran serosa (Perimetrium) terdiri dari jaringan
ikat dan merupakan lapisan yang membungkus uterus karena terdapat di
paling luar lapisan. Miometrium terdiri dari otot polos yang mengandung
pembuluh darah dan limpa merupakan lapisan kedua dari uterus.
Endometrium merupakan |apisan ketiga dari uterus yang berfungsi sebagai
implantasi atau nidasi serta perkembangan embrio. Bentuk uterus mencit
memiliki dua buah tanduk dan satu bagian ekor menyerupai huruf “Y”

dengan tangkai sangat pendek (Muchsin, 2009).
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Gambar 3. Sayatan melintang preparat uterus mencit ( Mus musculus L.)
Perbesaran: 100X
Pewarnaan: Hematoxylin Eosin (HE)
Ket : LE= Lumen; M= Miometrium; CT= Endometrium ;
SE= Perimetrium (Helmy et al., 2014)
. Siklus Reproduks Pada M encit
Siklus reproduksi ialah kegiatan biologis kelamin dari suatu makhluk hidup
untuk menghasilkan keturunan baru dan berlangsung secara periodik. Siklus
reproduksi pada mencit terdiri dari 4 fase yaitu proestrus, diestrus, estrus dan
metestrus (Muljono, 2001). Berikut adalah tahap-tahap fase pada mencit
betina:
1. Fase Estrus
Fase estrus pada mencit terjadi 2 tahap yaitu tahap estrus awal terjadi selama
12 jam dimanaterjadi pematangan folikel, sel-sel epitel yang tidak berenti

dan ukuran uterus hingga mencapai ukuran maksimal. Lalu tahap estrus akhir
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dimanaterjadinya ovulasi dan hanya berlangsung selama 18 jam. Apabila
pada fase estrus tidak terjadi kopulasi maka akan berpindah pada fase meterus
(Tamyis, 2008).

Pada fase estrus hipotalamus akan mel epaskan Gonadotropin-Releasing
Hormone (GRH). Pola perilaku kawin mencit disebabkan oleh estrogen,
gonadotropin merangsang pertumbuhan folikel oleh Follicle Stimulating
Hormone (FSH) sehinggaterjadi ovulasi (Gilbert, 2006). Mencit akan
mengalami kehamilan karenaterjadi coitus akibat kandungan FSH yang lebih
rendah daripada kandungan Luteinizing Hormone (LH). Pada fase ini mencit
betinaterlihat agresif, mencit betina akan reseptif terhadap mencit jantan dan
siap untuk melakukan perkawinan. Pada fase ini vagina pada mencit betina
akan terlihat bengkak dan memerah.

Fase Metestrus

Faseini terjadi selama 6 jam. Padafase ini birahi pada mencit mulai berhenti,
ukuran uterus pada mencit merupakan ukuran paling kecil karena uterus
menipis. Korpus luteum dibentuk secara aktif oleh ovarium sehingga banyak
menghasilkan hormon progesteron oleh korpus luteum.

Fase Diestrus

Faseini terjadi selama 2-2,5 hari. Fase ini juga disebut faseistirahat karena
mencit betina tidak tertarik sama sekali dengan mencit jantan. Pada fase ini
folikel-folikel primer yang belum tumbuh terbentuk dan hanya mengalami
pertumbuhan awal. Hormon yang terkandung di dalam ovarium adalah
estrogen yang kandungannya hanya sedikit. Akan banyak terlihat sel epitel

berinti dan sel leukosit pada apusan vagina. Pada uterus terdapat banyak
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mukus, kelenjar menciut dan tidak aktif, ukuran kecil dan berlendir (Tamyis,
2008).

Korpus luteum bekerja secara optimal padafaseini. Hal ini dimulai ketika
konsentrasi progesteron meningkat. Fase ini merupakan fase persiapan uterus
untuk proses kehamilan. Fase diestrus ialah fase terpanjang reproduksi pada
mencit (Rusmiati, 2007).

Fase Proestrus

Faseini terjadi selama 12 jam. Perilaku mencit betinamulai gelisah namun
hasrat untuk kopulasi belum terlalu besar. Fase proestrus terjadi pertumbuhan
folikel dengan cepat menjadi folikel de graaf pada ovarium. Hormon estrogen
sudah mulai banyak serta hormon FSH dan LH siap terbentuk. Sel-sel epitel
yang sudah tidak berinti (sel cornified) dan leukosit tidak lagi terlihat pada
apusan vaginanya. Sel epitel berinti membelah secara mitosis dengan sangat
cepat sehinggainti pada sel yang baru belum terbentuk sempurna bahkan
belum terbentuk inti dan sel-sel baru ini berada diatas sel epitel yang
membelah, sel-sel baru ini juga disebut sel cornified. Setelah faseini berakhir

selanjutnya adal ah fase estrus dan begitu selanjutnya fase akan berulang.

Fitoestr ogen

Fitoestrogen merupakan senyawa dengan struktur kimia yang mirip dengan
estrogen sehingga perannya pun dapat disamakan. Fitoestrogen banyak
ditemukan di berbagai macam tanaman mulai dari kacang-kacangan, kedelai,
biji-bijian dll. Berdasarkan sifat kimianya fitoestrogen digolongkan menjadi

menjadi beberapa kelompok. Namun ada dua golongan utama yang sering
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diteliti pengaruhnya terhadap manusia yaitu isoflavon dan lignan.
Fitoestrogen memiliki senyawa BM yang setara dengan estrogen (272 g/moal),
cincin fenolik sebagai binding site dan memiliki inti dengan dua gugus
hidroksil dengan jarak 11,0-11,5A karena keberadaan senyawaitulah

fitoestrogen mampu meniru efek estrogen (Benassayag, dkk. 2002).

Hor mon-Hor mon Reproduksi

Hipothalamus mengatur seluruh fungsi reproduksi pada manusia dimana
hipothalamus mengatur pengel uaran hormon yang bekerja pada gonad (organ
yang berfungsi dalam proses reproduksi). Hipothal amus akan mensekresikan
Gonadothropin Releasing Hormone (GnRH) dan berikatan dengan reseptor
gonadotrophs di hipofisis anterior yang kemudian merangsang pengel uaran
gonadotropine hormone (FSH dan LH) lalu menuju gonad melalui aliran
darah. FSH dan LH pada gonad akan menstimulasi sekresi hormon steroid
yaitu testosteron, progesteron dan estrogen (Millar, et al., 2004; Kanasaki, et

al., 2017).

1. Gonadotropin Releasing Hormone

Hormon FSH dan LH sering juga disebut hormon gonadotropin. Sel-sel
hipofisis anterior gonadotroph mensekresikan dua hormon. Sebagian besar sel
gonadotroph hanya mensekresikan FSH atau LH tetapi sebagian lain
mensekresikan keduanya. Hormon-hormon FSH dan LH yang disekresikan

hanya berpengaruh pada testis dan ovarium untuk menjalankan fungsi



14

reproduksi baik pada laki-laki maupun perempuan (Millar, et al., 2004;
Kanasaki, et al., 2017).

Luteinizing Hormone (LH)

Padatestis LH berikatan dengan reseptornya di interstitial sel (sel Leydig),
merangsang sintesa dari sekresi testosteron. Sedangkan pada ovarium, sel-sel
theca yang terstimulasi oleh LH akan mensekresikan testosteron yang nanti
akan diubah oleh sal granulosa menjadi estrogen. Lonjakan sekresi LH yang
besar atau juga dikenal dengan sebutan preovulatory LH surge pada wanita
akan memicu lepasnya sel telur yang matang di ovarium. Sel-sel sisadalam
folikel ovarium berproliferasi menjadi corpus luteum yang mensekresikan
hormon steroid progesteron dan estradiol. Pertambahan vaskular dinding
endometrium dipengaruhi oleh progesteron selain itu juga penting untuk
mempertahankan kehamilan. Pada mamalia, LH dibutuhkan untuk
melanjutkan perkembangan dan fungs dari corpus luteum (Millar, et al.,

2004).

Follicle Stimulating Hormone (FSH)

Pematangan folikel pada ovarium distimulasi oleh FSH. Primary folikel yang
terdiri dari satu lapis sel akan berkembang menjadi folikel sekunder yang
ditandai dengan terbentuknya sel-sel granulosa oleh hormon FSH. FSH juga
dibutuhkan untuk spermatogenesis, untuk mendukung pematangan sperma

maka FSH akan melekat pada reseptornya di sel Sertoli.
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4, Estrogen
Hormon estrogen disekresi oleh sel granulosa penyusun folikel ovarium.
Hormon estrogen tersusun atas 18 atom C, gugus —OH fenolik pada C-3, sifat
aromatik cincin A dan tidak memiliki gugus metil pada C-10 (Sitasiwi, 2007).
Kolesterol merupakan substrat utama dalam pembentukan estrogen. Secara
berurutan kolesterol mengalami perubahan menjadi pregnenolon,
progesteron, 17a- hidroks progesteron, androstenedion dan testosteron.
Androstenedion akan diubah menjadi estron dan testosteron diubah menjadi
estradiol 17-B. Sintesis hormon estrogen berbanding lurus seiring
perkembangan folikel pada ovarium (Hamilton, et al., 2017).
Selama satu siklus estrus fluktuasi hormon estradiol 17-f sejalan dengan
perkembangan folikel pada ovarium. Hormon ini akan mengalami kenaikan
secara bertahap seiring berkembangnya folikel primer menjadi folikel tersier
dan akan sampai puncaknya sebelum terjadi ovulasi. Hormon ini akan
mengalami penurunan secara bertahap setelah terjadi ovulas dan
terbentuknya korpus luteum pada ovarium (fase luteal) sampai akhir fase
luteal (Sitasiwi, 2007; Hamilton, et al., 2017).
Hormon estrogen sangat penting dalam perkembangan |apisan dalam
endometrium selain itu juga memberi dampak terhadap pertumbuhan otot

uterus

5. Progesteron
Hormon progesteron disekresi oleh korpus luteum, placenta dan sjumlah

kecil dari folikel. Hormon ini berperan dalam proses menstruasi dan
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kehamilan. Progesteron disintesis dari pregnenolone yaitu suatu derivat kolesterol

(Ganong, 2003).

Progesteron berperan dalam organ reproduksi seperti kelenjar mammae dan
endometrium serta peningkatan suhu tubuh pada manusia. Tidak hanyaitu
progesteron pun berperan dalam uterus, dimana progesteron membantu proses
implantasi ovum. Selama masa kehamilan progesteron berfungsi untuk
mempertahankan plasenta, menghambat kontraktilitas uterus serta mempersiapkan

mammae untuk proses laktasi (Anwar, 2006).



[11. METODE PENELITIAN

A.Waktu dan Tempat Penélitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober sampai bulan November 2018
di Laboratorium Zoologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Universitas Lampung. Pembuatan ekstrak daun sirsak (Annona muricata L.)
dilakukan di Laboratorium Kimia Organik Fakultas Matematika dan [Imu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Untuk pembuatan preparat histol ogi
uterus dilakukan di Laboratorium Patologi Balai Penyidikan dan Pengujian

Veteriner (BPPV) Regional |11 Bandar Lampung.

B. Alat dan Bahan
1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: kertas label sebagai
penanda sampel preparat histologi, seperangkat alat bedah untuk
membedah organ reproduksi mencit, mikroskop digunakan untuk
mengamati preparat, pipet tetes, neraca andlitik, erlenmeyer, mikrotom,
soxhlet, rotatory evaporator, obyek glass, cover glass,spluit yang telah
ditumpulkan 1 ml, botol minum mencit, kamera untuk dokumentasi dan
kandang mencit terbuat dari kawat berjumlah 20 kandang yang terbagi

dalam 4 kelompok.



18

2. Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: 20 ekor mencit betina
fertil berumur 3-4 bulan dengan berat 30-36 gram, pellet ayam sebagai pakan
mencit, kloroform sebagai obat bius, ekstrak daun sirsak, aguabides, buffer
formalin 10%, alkohol 70-100%, paraffin, xylol, canada balsam dan zat

warna HE (Hematoxylin Eosin).

C. Prosedur Pendlitian
1. Kandang Hewan Uji
Sebelum pendlitian ini dilaksanakan, terlebih dahulu disiapkan kandang

dari kawat yang berukuran 30 x 30 cm.

2. Hewan Uji
Dalam penelitian ini digunakan mencit (Mus musculusL.) betina fertil
berumur 3 bulan dengan berat badan 30 - 36 gram. Sebelum pendlitian
dimulai mencit diaklimatisasi selama satu minggu dalam kondisi
laboratorium untuk penyesuaian pada mencit dalam lingkungan dan
perlakuan yang baru dan membatasi pengaruh lingkungan dalam
percobaan. Setiap hari pukul 08.00 WIB mencit diberi makanan pellet dan

ar minum.

3. Pembuatan Ekstrak Daun Sirsak (Annonamuricata L .)
Daun sirsak dicuci hingga bersih kemudian dikering anginkan sampai kadar

airnya berukurang dilanjutkan dengan pengeringan daun sirsak menggunakan
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oven pada suhu kurang dari 40°C selama 24 jam. Setelah itu daun sirsak yang
telah kering dihaluskan dan diayak untuk mendapatkan serbuk halusnya.
Setelah bubuk halus didapatkan, kemudian bubuk tersebut dimaserasi
menggunakan etanol dan disaring lagi menggunakan pompa vakum sehingga
didapatkan filtrat. Kemudian filtrat dievaporasi menggunakan rotatory

evaporator hinggaterbentuk ekstrak.

Pemberian Perlakuan

Pemberian ekstrak daun sirsak dilakukan dengan cara dicekok (secaraoral)
menggunakan spluit yang ujungnya ditumpulkan dan diberi pipa karet kecil.
Untuk setiap perlakuan digunakan 4 ekor mencit dengan 5 kali pengulangan.
Perlakuan pencekokan ini dilakukan satu k ali sehari selama 14 hari dengan
pemberian dosis yang berbeda-beda untuk setiap kelompok perlakuan. Dosis
ekstrak daun sirsak yang digunakan adalah 300 mg/kgBB, 450 mg/kgBB dan
600 mg/kgBB. Dosis tersebut dikonversikan dengan dosis mencit yang
memiliki berat 30 gram, dosis yang diberikan setiap pergram berat badan
mencit yaitu:

Perlakuan 1

= dosis x berat badan

=300 mg x 0,03 kg

= 9 mg/ekor/hari

Perlakuan 2

= dosis x berat badan

=450 mg x 0,03 kg
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= 13,5 mg/ekor/hari

Perlakuan 3

= dosis x berat badan

=600 mg x 0,03 kg

= 18 mg/ekor/hari

Berdasarkan perhitungan di atas, maka kelompok perlakuan dalam penelitian
ini adalah sebagal berikut:

1. Kelompok K (Kontrol) diberi 0,3 ml aquabides

2. Keompok P1 mencit diberi dosis 9 mg/ekor/hari dalam 0,3 ml aquabides
3. Keompok P2 mencit diberi 13,5 mg/ekor/hari dalam 0,3 ml aquabides

4. Kelompok P3 mencit diberi 18 mg/ekor/hari dalam 0,3 ml aquabides

Proses Pembedahan Mencit (Mus musculusL.)

Mencit yang sudah diberi perlakuan selama 14 hari kemudian dibedah.
Mencit yang akan dibedah diberi kloroform lalu diletakkan di bak parafin.
Spesimen dibuka perutnya untuk diambil uterusnya dan kemudian ditimbang
bobotnya. Setelah itu uterus dipotong kemudian difiksas dalam botol berisi
buffer formalin 10%, kemudian dibawa ke Laboratorium Patologi Balai
Penyidikan dan Pengujian Veteriner (BPPV) Regional |11 Bandar Lampung

untuk dibuat preparat histologi sehingga endometrium dapat diamati.
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D. Pembuatan Preparat Histologi
1. Histologi Uterus
Perubahan struktur endometrium dievaluasi melalui gambaran histologi
dengan cara mengukur ketebalan lapisan endometrium menggunakan
teknik pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE). Pemeriksaan histol ogi
dilakukan di Laboratorium Patologi, Balai Penyidikan dan Pengujian

Veteriner (BPPV) Regional |11 Bandar Lampung.

2. Teknik Pembuatan Slide

a. Trimming
Proses pemotongan tipis jaringan seteba kurang lebih 4 mm dengan
orientasi sesuai organ yang akan dipotong disebut trimming. Proses ini
dilakukan sebelum spesimen yang berupa potongan organ di fiksas
terlebih dahulu dengan larutan pengawet yaitu buffer formalin atau
10% formalin. Setelah itu potongan jaringan dimasukkan ke dalam
embedding casette.

b. Dehidras
Untuk melakukan proses ini diperlukan aat tissue processor yang
berfungsi untuk menghilangkan kandungan air di dalam jaringan.
Proses ini dilakukan menggunakan alkohol dengan konsentrasi 70-
100% secara bertahap. Setelah selesal proses dehidrasi dilanjutkan
dengan proses clearing menggunakan larutan xylol dan impregnas

menggunakan larutan paraffin.
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Embedding

Setelah proses dehidrasi selesai jaringan yang berada di dalam embedding
casette dipindahkan ke dalam base mold dan diisi dengan parafin cair, dan
dilekatkan dengan balok kayu ukuran 3 x 3 cm.

Cutting

Prosesini dilakukan dalam ruangan dingin yang terlebih dahulu dilakukan
pendinginan pada blok. Pemotongan diawali dengan pemotongan kasar
dilanjutkan dengan pemotongan halus dengan ketebalan 4-5 mikron. Setelah
dipotong, pilihlah potongan yang paling baik dengan cara diapungkan di
dalam air. Kemudian lembaran jaringan dipindahkan ke dalam water bath
sampai mengembang sempurna. Selanjutnya jaringan ditempatkan pada slide
yang sudah dibersihkan dan kemudian slide ditempatkan pada inkubator
dengan suhu 37°C selama 24 jam sampai jaringan melekat sempurna.
Staining

Setel ah jaringan melekat dengan sempurna kemudian slide diberi pewarnaan
Hematoxylin Eosin (HE).

Mounting

Penetesan bahan mounting dilakukan dengan menggunakan canada balsam
yang ditutup cover glass, mencegah tidak timbulnya gelembung udara.
Pembacaan Slide

Diamati di bawah mikroskop cahaya untuk mengukur ketebal an lapisan

endometrium pada uterus mencit tersebut.
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3. Pengamatan Histologik
K etebal an lapisan endometrium diukur menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 100 kali serta menggunakan mikrometer okuler. Lensa okuler
yang dipasang pada mikrometer terlebih dahulu di kalibrasi. Mengukur
ketebal an 1apisan endometrium dimulai dari lapisan yang berbatasan langsung
dengan lumen uterus sampai dengan batas antara | apisan endometrium
dengan |apisan miometrium. Sebelum itu dilakukan perhitungan bobot uterus

pada mencit betina.

4. Parameter Yang Diamati
Parameter yang diamati pada penelitian ini yaitu perkembangan struktur
histologi meliputi ketebal an |apisan endometrium dan bobot uterus pada
mencit (Mus musculus L.) setelah pemberian ekstrak daun sirsak (Annona

muricata L.).

E. Rancangan dan Analisis Data
Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari
4 kelompok perlakuan dan 5 pengulangan. Penelitian ini menggunakan mencit
betina sebanyak 20 ekor yang dibagi dalam 4 kelompok yaitu satu kel ompok
kontrol dan tiga kelompok yang diberi perlakuan. Kemudian data dianalisis
dengan menggunakan Analisis Ragam. Jika diperoleh perbedaan yang nyata
dilanjutkan dengan uji BNT dengan dergjat kepercayaan 5%. Berikut adalah

susunan rancangan percobaan:



Gambar 4. Rancangan Percobaan

Keterangan:
P = Perlakuan yang digunakan (P1, P2, P3)
K =Kontrol (K)
U = Ulangan (U1, U2, U3, U4, U5)
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F. Diagram Alir Penelitian
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Persiapan Penelitian:

Kandang

Hewan uji

Alat dan bahan
Pembuatan ekstrak daun

sirsak
$

Pel aksanaan Penelitian

4

Pemberian ekstrak daun sirsak pada mencit
betina selama 14 hari

¥

Pembedahan dan pembuatan preparat
histologis

¥

AowpdpE

Pengambilan data

Analisis pembacaan dlide histologi uterus dengan
mengukur ketebalan lapisan endometrium di bawah
mikroskop serta bobot uterus dengan menggunakan
neracadigital
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Gambar 5. Diagram Alir Pendlitian
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesmpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
pemberian ekstrak daun sirsak (Annona muricata L.) selama 14 hari terhadap
mencit betina dapat menyebabkan:
1. Penurunan ketebal an lapisan endometrium.

2. Penurunan bobot uterus mencit.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian Iebih lanjut dengan parameter ketebalan sel epitel
permukaan endometrium dan keefektifan ekstrak daun sirsak sebagai agen

anti fertilitas.
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