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ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL DAUN SIRIH
(Piper betle L..) TERHADAP KETEBALAN ENDOMETRIUM MENCIT
BETINA (Mus musculus 1..) PADA FASE ESTRUS

Oleh

WAYAN MITRI APRILIA SARI

Endometrium merupakan lapisan mukosa uterus yang mengalami perubahan
dinamis selama siklus reproduksi dan berperan penting dalam proses implantasi.
Ketebalan endometrium pada fase estrus sangat dipengaruhi oleh hormon estrogen
dan menjadi indikator penting keberhasilan reproduksi. Beberapa bahan alami,
termasuk daun sirth (Piper betle L.), diketahui mengandung senyawa fitokimia
yang berpotensi memengaruhi sistem reproduksi. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol daun sirih terhadap ketebalan
endometrium serta menentukan dosis yang paling efektif pada mencit betina (Mus
musculus L.) fase estrus. Penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan empat perlakuan, yaitu kontrol dan tiga dosis ekstrak etanol daun
sirth (9 mg/30gBB, 12 mg/30gBB, dan 15 mg/30gBB), masing-masing dengan
lima ulangan. Ekstrak diberikan secara oral selama 14 hari. Parameter yang
diamati adalah ketebalan endometrium melalui pengukuran histopatologi preparat
uterus menggunakan mikroskop cahaya. Data dianalisis menggunakan uji
Kruskal-Wallis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata ketebalan
endometrium antar kelompok perlakuan tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikan secara statistik (p > 0,05). Meskipun terdapat variasi nilai ketebalan
secara deskriptif, pola penurunan ketebalan endometrium tidak konsisten seiring
peningkatan dosis. Hal ini diduga dipengaruhi oleh dominasi estrogen endogen
pada fase estrus serta dosis dan durasi pemberian ekstrak yang belum optimal.
Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak etanol
daun sirth belum mampu secara signifikan menurunkan ketebalan endometrium
mencit betina pada fase estrus dan belum diketahui dosis yang paling efektif.

Kata kunci: endometrium, Piper betle L., fase estrus, mencit betina



ABSTRACT

THE EFFECT OF ETHANOL EXTRACT OF BETEL LEAF (Piper betle L.)
ON ENDOMETRIAL THICKNESS OF FEMALE MICE (Mus musculus L.)
IN THE ESTRUS PHASE

By
WAYAN MITRI APRILIA SARI

The endometrium is the mucosal lining of the uterus that undergoes dynamic
changes during the reproductive cycle and plays an important role in the
implantation process. Endometrial thickness during the estrus phase is strongly
influenced by estrogen and serves as an important indicator of reproductive
success. Several natural materials, including betel leaf (Piper betle L.), are known
to contain phytochemical compounds that may affect the reproductive system.
This study aimed to determine the effect of ethanol extract of betel leaf on
endometrial thickness and to identify the most effective dose in female mice (Mus
musculus L.) during the estrus phase. This study used a Completely Randomized
Design (CRD) with four treatments, namely a control group and three doses of
ethanol extract of betel leaf (9 mg/30g body weight, 12 mg/30g body weight, and
15 mg/30g body weight), each consisting of five replicates. The extract was
administered orally for 14 days. The observed parameter was endometrial
thickness measured through histopathological examination of uterine preparations
using a light microscope. Data were analyzed using the Kruskal-Wallis test. The
results showed that the average endometrial thickness among treatment groups did
not show a statistically significant difference (p > 0.05). Although there were
descriptive variations in thickness values, the pattern of endometrial thinning was
not consistent with increasing doses. This may be influenced by the dominance of
endogenous estrogen during the estrus phase, as well as the dose and duration of
extract administration that may not have been optimal. Based on this study, it can
be concluded that the administration of ethanol extract of betel leaf was not able
to significantly reduce endometrial thickness in female mice during the estrus
phase, and the most effective dose has not yet been determined.

Keywords: endometrium, Piper betle L., estrus phase, female mice.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang
Endometrium merupakan lapisan mukosa kompleks di dalam uterus (rahim)
yang kaya pembuluh darah dan menjadi tempat implantasi ovum yang telah
dibuahi. Secara morfologis, jaringan ini tersusun atas dua lapisan utama, yaitu
lapisan basal dan lapisan fungsional (Ruiz-Alonso dkk., 2012). Pada fase
estrus (pada hewan) atau siklus reproduksi pada manusia, lapisan
endometrium mengalami proliferasi dan penebalan untuk mempersiapkan
implantasi embrio. Ketebalan endometrium menjadi salah satu faktor penting
dalam penentuan keberhasilan reproduksi, karena implantasi hanya dapat
berlangsung apabila lapisan tersebut cukup tebal, sehat, dan responsif
terhadap hormon. Apabila endometrium tidak berkembang dengan baik atau
menjadi terlalu tipis, maka peluang terjadinya implantasi akan menurun

(Guyer dkk., 2020).

Endometrium dapat mengalami beberapa kelainan yang mempengaruhi
ketebalan dan fungsinya. Salah satu contoh kelainan yang terjadi adalah
endometrium tipis (thin endometrium), yang mengakibatkan rendahnya
tingkat implantasi dan kehamilan (Liu dkk., 2018). Kondisi ini dapat
disebabkan oleh ketidakseimbangan hormon, gangguan proliferasi sel, atau
paparan zat tertentu yang menghambat pertumbuhan lapisan endometrium.
Endometrium yang tipis tidak dapat menyediakan lingkungan yang optimal
untuk menempelnya embrio, sehingga implantasi gagal (Zhao dkk., 2012).
Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa bahan alami tertentu dapat

mempengaruhi pertumbuhan endometrium, misalnya dengan menghambat



penebalannya (Setyowati dkk., 2015). Salah satu bahan alami yang berpotensi

menurunkan ketebalan endometrium adalah daun sirih (Piper betle L.)

Tanaman sirih (Piper betle L.) terutama pada bagian daunnya telah lama
dikenal dalam pengobatan tradisional, sejumlah penelitian membuktikan
bahwa ekstrak daun sirih dapat memengaruhi proses fisiologis reproduksi
pada hewan percobaan. Ratnasooria dan Pemakumara (1997) membuktikan
bahwa kandungan bioaktif pada daun sirih mampu menghambat kesuburan
mencit putih jantan secara tidak permanen. Penelitian oleh Zakri dkk. (2023)
juga mengungkapkan bahwa kandungan yang ada di dalam daun sirih yaitu
senyawa alkaloid, flavonoid, dan triterpenoid mampu menurunkan tingkat
kesuburan mencit jantan. Sementara itu, Shah dan Jhade (2018) membuktikan
bahwa ekstrak alkoholik daun sirih mampu memberikan perubahan fisiologis
uterus pada mencit betina. Penelitian-penelitian ini menunjukkan bahwa daun
sirih berpotensi untuk mempengaruhi jaringan reproduksi, termasuk

endometrium.

Berdasarkan uraian tersebut, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mengevaluasi efek ekstrak daun sirih (Piper betle L.) dalam menurunkan
ketebalan endometrium pada individu betina, dengan menggunakan mencit
betina (Mus musculus L.) sebagai model hewan uji. Penelitian ini difokuskan
pada fase estrus, karena fase ini merupakan periode ketika uterus berada
dalam kondisi optimal untuk implantasi, sehingga perubahan pada ketebalan
endometrium lebih mudah diamati. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan
untuk menentukan dosis ekstrak etanol daun sirih yang paling efektif dalam

menurunkan ketebalan endometrium.

1.2. Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Untuk mengetahui ketebalan lapisan endometrium pada fase estrus mencit
betina (Mus musculus L.) setelah pemberian ekstrak etanol daun sirih

(Piper betle L.).



2. Untuk menentukan dosis ekstrak etanol daun sirih (Piper betle L.) yang
paling efektif dalam mempengaruhi ketebalan lapisan endometrium mencit

betina (Mus musculus L.).

1.3. Kerangka Pikir
Endometrium merupakan lapisan mukosa yang mengalami perubahan
dinamis selama siklus reproduksi. Pada fase estrus, endometrium berada
pada kondisi paling optimal untuk implantasi karena mengalami proliferasi
dan penebalan sebagai respons terhadap hormon estrogen. Ketebalan
endometrium sangat penting dalam keberhasilan implantasi; apabila lapisan
ini terlalu tipis, maka proses penempelan embrio tidak dapat berlangsung
dengan baik, sehingga peluang keberhasilan reproduksi menurun.

Beberapa kondisi dapat menyebabkan endometrium menjadi tipis, seperti
gangguan hormonal, gangguan proliferasi sel, atau paparan senyawa tertentu
yang menghambat pertumbuhan jaringan endometrium. Beberapa penelitian
membuktikan bahwa bahan alami tertentu dapat memengaruhi struktur dan
ketebalan endometrium, termasuk tanaman sirih (Piper betle L.) yang
diketahui memiliki aktivitas biologis terhadap organ reproduksi.

Ekstrak daun sirih mengandung senyawa aktif seperti flavonoid, alkaloid,

dan triterpenoid yang telah terbukti memengaruhi sistem reproduksi.

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak daun sirih dapat
menurunkan kesuburan hewan coba, baik pada mencit jantan maupun
betina, melalui mekanisme yang berkaitan dengan penghambatan implantasi
atau hambatan pertumbuhan endometrium. Dengan adanya bukti tersebut,
daun sirih diduga berpotensi memberikan pengaruh terhadap ketebalan

endometrium pada mencit betina.

Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi pengaruh
ekstrak etanol daun sirih terhadap ketebalan endometrium mencit betina

pada fase estrus. Penelitian juga ditujukan untuk menentukan dosis yang



paling efektif dalam menurunkan ketebalan endometrium. Hasil penelitian
ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah tentang potensi ekstrak
daun sirih dalam memengaruhi fisiologi reproduksi, khususnya terkait

perubahan pada lapisan endometrium.

1.4. Hipotesis
Adapun hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Ekstrak etanol daun sirih (Piper betle L.) dapat menurunkan ketebalan
endometrium mencit betina (Mus musculus L.) pada fase estrus.
2. Terdapat perbedaan efektivitas antar dosis ekstrak etanol daun sirih
(Piper betle L.) dalam menurunkan ketebalan endometrium mencit
betina (Mus musculus L.) dan terdapat satu dosis yang memberikan

pengaruh paling besar.






1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Sirih (Piper betle L.)

2.1.1. Klasifikasi Tanaman Sirih (Piper betle L.)
Tanaman sirih (Piper betle L.) adalah tanaman asli Indonesia yang hidup
merambat pada batang pohon lain. Tanaman ini mampu tumbuh bertahan
hidup pada iklim tropis. sirih umumnya tumbuh pada tempat dengan
ketinggian 200-1000 mdpl yang memiliki curah hujan 2250-4750 mm per
tahun. Tanaman ini dapat bertahan hidup di tanah yang lembab, sejuk dan
terhindar dari angin kencang (Dalimartha, 2006). Tanaman sirih (Piper
betle L.) hidup dengan merambat pada batang pohon lain dengan iklim
yang tropis dan dapat tumbuh mencapai tinggi 10 meter, dapat dilihat
pada Gambar 1. Tanaman ini memiliki akar tunggang yang berbentuk
bulat dengan warna coklat kekuningan. Batang sirih memiliki warna
coklat kehijauan dengan bentuk yang bulat dan memiliki ruas sebagai

tempat keluarnya akar (Sarjani dkk., 2017).




Tanaman sirih termasuk dalam famili tumbuhan Piperaceae. Adapun

klasifikasi sirih menurut Tjitrosoepomo (1993) adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Magnoliopsida
Bangsa : Piperales

Suku : Piperaceae
Marga : Piper

Jenis : Piper betle

2.1.2.Morfologi Daun Sirih (Piper betle L.)
Daun sirih merupakan jenis daun tunggal yang memiliki bentuk seperti
jantung dan mengkilap pada permukaan daunnya yang dapat dilihat pada
Gambar 2. Daun sirth memiliki tulang daun menyirip yang jelas terlihat
serta memiliki ujung daun yang runcing, bertangkai, tumbuh berselang-
seling, dan aromanya yang khas akan tercium apabila daun diremas
(Sarjani dkk., 2017). Daun sirih memiliki panjang 6-17,5 cm dengan
lebar daun 3,5-10 cm. Tanaman sirith mempunyai bunga yang bersifat
majemuk dengan bentuk bulir dan merunduk. Bunga tanaman sirih
tertutup oleh braktea (daun pelindung) yang berbentuk lonjong dengan

diameter sekitar | mm (Koensoemardiyah, 2010).

Gambar 2. Daun Sirih (Piper betle L.) (Sarjani dkk., 2017)



2.1.3. Kandungan dan Manfaat Daun Sirih (Piper betle L.)
Daun sirih memiliki aroma yang khas, hal ini dikarenakan daun sirih
mengandung minyak atsiri, air, protein, lemak, karbohidrat, kalsium,
fosfor, vitamin A, vitamin B, vitamin C, yodium, gula, dan pati. Minyak
atsiri mengandung fenol alami dengan daya antiseptik yang lebih kuat

namun minyak atsiri adalah minyak yang mudah menguap (Hossain dkk.,

2016).

Daun sirih mengandung air (85-90%), lemak (0,4-1%), lemak esensial
(0,08- 0,2%), klorofil (0,01-0,25%), protein (3-3,5%), karbohidrat
(0,5-6,1%), mineral (2,3-3,3%), lemak (0,4-1%), serat (2,3%), minyak
atsiri (0,08-0,2%), tanin (0,1-1,3%), alkaloid. Daun sirih juga
mengandung vitamin, seperti vitamin C (0,005- 0,01%), asam nikotinat
(0,63-0,89mg/100gms), vitamin A (1,9-2,9mg/100gms), thiamin

(10- 70png/100gms), riboflavin (1,9-30pg/100gms) (Salehi, 2019), selain
itu daun sirih juga mengandung mineral seperti kalsium (0,2-0,5%), besi
(0,005-0,007%), yodium (3,4pg/100gms), fosfor (0,05-0,6%), kalium
(1,1-4,6%) (Chauhan dkk., 2016).

Susetyarini (2009) menyatakan bahwa kandungan senyawa fitokimia
pada daun sirih yaitu alkaloid, flavonoid dan triteroenoid dapat bersifat
mengganggu tingkat kesuburan. Adnan (1992) menyatakan senyawa dari
tumbuhan dapat digunakan sebagai bahan untuk menurunkan kesuburan
umumnya berasal dari golongan steroid, alkaloid, dan flavonoid.
Setyowati dkk. (2015) membuktikan bahwa senyawa golongan flavonoid
dan alkaloid dapat menekan tingkat fertilitas dengan cara mengganggu

fungsi ovarium, uterus atau vagina.

Alkaloid, terutama alkaloid steroid sangat mirip dengan saponin yang
digunakan sebagai bahan dasar sintesis beberapa hormon steroid untuk
bahan kontrasepsi oral. Senyawa flavonoid merupakan bahan aktif
bersifat estrogenik atau menyerupai estrogen. Zat yang strukturnya

analog hormon estrogen akan terikat pada reseptor hormon, tetapi tidak



menstimulasi reseptor tersebut. Jika menempati reseptor hormon estrogen
akibatnya aksi hormon pada sel target akan berkurang (Adani dkk.,
2017).

2.2 Mencit (Mus musculus L.)

2.2.1 Gambaran Umum Mencit (Mus musculus L.)
Mencit (Mus musculus L.) adalah hewan yang memiliki ukuran dan
bobot yang lebih kecil dibandingkan dengan tikus. Mencit adalah hewan
yang umum digunakan sebagai hewan uji dengan persentase penggunaan
berkisar 40-80%. Hewan ini banyak digunakan dalam penelitian biologi,
hal ini dikarenakan mencit memiliki siklus hidup yang relatif pendek,
mudah untuk berkembang biak dan mudah dalam perawatannya (Suckow
dkk., 2001). Mencit adalah hewan omnivora dan bersifat prolific
(memiliki kemampuan beranak banyak) dengan ukuran yang kecil dan
tidak agresif. Hewan ini mudah diperoleh dan harga yang terjangkau.
Mencit seringkali terlihat melakukan gerakan menggali dan bersarang,
perilaku ini bertujuan untuk mempertahankan suhu tubuh (Rejeki dkk.,
2018).

2.2.2 Klasifikasi Mencit (Mus musculus L.)
Menurut Gruneberg (1943) klasifikasi mencit adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Animalia
Filum : Chordata
Kelas : Mamalia
Bangsa : Rodentia
Suku : Murinae
Marga : Mus

Jenis : Mus musculus

2.2.3 Sistem Reproduksi pada Mencit Betina
Mencit (Mus musculus L.) adalah hewan yang memiliki rambut berwarna

putih atau keabu-abuan dengan warna pada perut yang sedikit lebih



pudar. Mencit termasuk golongan hewan nokturnal karena aktif pada
malam hari. Hewan ini mampu bertahan hidup selama 1-2 tahun dan
pada umur 8 minggu mencit sudah bisa dikawinkan. Mencit memiliki
masa kebuntingan yang pendek (18-21 hari) dengan masa aktivitas yang
lama (2-14 bulan) sepanjang hidupnya (Muliani, 2011). Mencit mencapai
fase dewasa pada umur 35 hari dan dapat dikawinkan pada umur 5-9
minggu, hal ini dapat dilihat pada Gambar 3. Perkawinan pada mencit
dapat terjadi pada fase estrus pada mencit betina. Siklus estrus ini
berlangsung selama 4-5 hari, lama bunting berkisar antara 19-21 hari.
Bobot tubuh mencit jantan berkisar antara 20-40 gram sedangkan mencit

betina 25-40 gram (Rejeki dkk., 2018).

DEWASA SEKSUAL
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Gambar 3. Siklus Hidup Mencit (Meehan, 1984)
Adapun organ reproduksi pada mencit betina adalah sebagai berikut:

a. Ovarium
Ovarium merupakan organ reproduksi primer yang berperan sebagai

tempat dihasilkannya ovum atau sel telur yang akan dibuahi oleh
spermatozoa. Organ ini memiliki ukuran yang tergantung pada umur
dan siklus reproduksinya (Hardjopranjoto, 1995). Ovarium memiliki
tekstur bergerigi kenyal. ovarium pada beberapa mamalia memiliki
bentuk oval seperti anggur. Memiliki warna merah hati, warna merah
hati pada ovarium diduga akibat pengaruh hormonal dan kapiler

darah (Nalbandov, 1990).
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b. Oviduk

Saluran oviduk terdiri atas lima bagian, yaitu infundibulum,
magnum, isthmus, uterus, dan vagina (Samudra, 2016). Oviduk
berfungsi untuk menerima folikel yang telah matang. Pada hewan
yang belum mencapai kematangan seksual, ukuran ovarium dan
oviduk masih kecil. Pertumbuhan dan perkembangan saluran
reproduksi ini dipengaruhi oleh kerja hormon-hormon reproduksi.
Tingkat kandungan protein dalam pakan menjadi salah satu faktor
yang memengaruhi panjang oviduk, karena protein berperan sebagai

bahan dasar pembentuk hormon dan enzim (Yuwanta, 2010).

Uterus

Uterus merupakan salah satu organ reproduksi pada betina yang
berperan sebagai tempat penerimaan dan perkembangan ovum
setelah terjadi pembuahan. Pada tikus, uterus memiliki bentuk
tabung ganda yang dikenal sebagai tipe dupleks (Partodihardjo,
1988). Secara histopatologis, dinding uterus tersusun atas tiga
lapisan utama yaitu endometrium, miometrium, dan perimetrium

(Ozdemir dan Atalar, 2009) dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4. Histologi Uterus Tikus Putih (Harlita dkk., 2015).

Endometrium adalah mukosa yang mengandung banyak pembuluh
darah yang membatasi bagian dalam rahim. Miometrium yang
tersusun dari otot polos, dengan pola melingkar di bagian dalam

dan memanjang di bagian luar. Sementara itu, perimetrium terdiri
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atas jaringan ikat dan mengandung sejumlah pembuluh darah

(Ozdemir dan Atalar, 2009) dapat dilihat pada Gambar 5.

Gambar 5 Histologi Endometrium Tikus Putih (Lang dkk., 2024)

Endometrium pada tikus tersusun atas dua komponen utama, yaitu
lapisan epitel dan jaringan penunjang di bawahnya (lamina
propria). Epitel permukaan endometrium umumnya berupa epitel
kolumnar sederhana, yang pada banyak bagian memiliki silia di
permukaannya. Silia ini berperan membantu pergerakan sekresi
intrauterin serta memfasilitasi distribusi bahan-bahan penting di
dalam lumen uterus, terutama selama fase yang aktif secara
hormonal (Gartner dan Hiatt, 1997). Di bawah lapisan epitel ini
terdapat lamina propria, yaitu lapisan jaringan ikat longgar yang

kaya sel.

Lamina propria terdiri atas serabut-serabut kolagen halus, fibroblas
sebagai sel utama penyusunnya, serta berbagai sel imun termasuk
limfosit yang tersebar di antara matriks jaringan (Saruhan dkk.,
2006). Komposisi sel dan matriks dalam lamina propria ini dapat
mengalami perubahan sesuai tahap siklus estrus, seperti
meningkatnya edema atau perubahan kepadatan sel stroma. Selain
berfungsi sebagai penyangga epitel, lamina propria juga merupakan

tempat keberadaan kelenjar endometrium. Kelenjar uterus ini
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berbentuk tubular dan memanjang ke dalam lapisan stroma,
berperan menghasilkan sekret yang penting untuk mempersiapkan
uterus terhadap implantasi serta mendukung lingkungan intrauterin

selama respons hormon berlangsung.

Secara histologis, permukaan endometrium dilapisi oleh epitel
luminal yang terdiri dari sel-sel epitel silindris sederhana yang
berfungsi sebagai lapisan pelindung dan sebagai media komunikasi
hormon. Sementara itu, epitel glandular membentuk kelenjar di
dalam endometrium dan secara aktif mengeluarkan zat-zat.
Aktivitas dan bentuk kelenjar ini sangat dipengaruhi oleh
perubahan kadar estrogen dan progesteron selama siklus estrus

(Saruhan dkk., 2006) dapat dilihat pada Gambar 6.

Luminal
Epithelium

Glandular
Epithelium

Gambar 6. Histologi Endometrium Tikus Putih (Lang dkk., 2024)

d. Vagina
Vagina merupakan saluran berbentuk tabung yang melengkung ke
arah depan, tersusun atas jaringan otot dan membran, serta
berfungsi menghubungkan vulva dengan uterus. Vagina berperan
sebagai jalur keluarnya uterus, organ untuk hubungan seksual, serta
jalan lahir saat persalinan. Dua pertiga bagian atas vagina berasal
dari duktus Mulleri, sedangkan sepertiga bagian bawahnya
berkembang dari sinus urogenitalis. Di bagian atas vagina terdapat
tonjolan serviks atau leher rahim, yang dikenal sebagai porsio uteri.

(Azizah dkk., 2023)
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2.3. Siklus Estrus
Siklus estrus adalah suatu rangkaian perubahan fisiologis dan hormonal yang
terjadi pada mencit berlangsung secara berulang. Siklus ini dipengaruhi oleh
hormon reproduksi yaitu estrogen dan progesteron yang dapat mempengaruhi
aktivitas ovarium, uterus, dan kondisi jaringan reproduksi (Haryanto dkk.,
2019). Siklus estrus mencit setara dengan siklus menstruasi pada hewan
primata dan manusia. Siklus estrus pada mencit berlangsung singkat yaitu
sekitar 4-5 hari, sehingga perubahan yang terjadi pada struktur jaringan
reproduksi terjadi secara cepat mengikuti fluktuasi hormonal. Perubahan
kadar estradiol selama siklus estrus sangat mempengaruhi ketebalan
endometrium uterus mencit. Siklus estrus dapat dipengaruhi oleh berbagai
faktor seperti faktor nutrisi, hormonal, faktor fotoperiodisme, dan faktor stres

lingkungan lainnya (Sitasiwi, 2008).

Siklus estrus pada mencit betina terdiri dari empat tahan secara berurutan

yaitu sebagai berikut:

1. Fase Proestrus
Fase proestrus adalah tahap awal dalam siklus estrus yang ditandai
dengan pertumbuhan dan pematangan folikel ovarium serta peningkatan
kadar hormon estrogen secara bertahap. Peningkatan estrogen pada fase
ini mulai merangsang proliferasi sel epitel uterus dan stroma
endometrium, meskipun belum mencapai kondisi maksimal seperti pada
fase estrus. Secara sitologis, fase proestrus ditandai dengan dominasi sel
epitel berinti pada ulas vagina. Perubahan hormonal dan histologis pada
fase ini menunjukkan bahwa uterus mulai memasuki fase proliferatif

sebagai respons terhadap stimulasi estrogen (Haryanto dkk., 2019).

2. Fase Estrus
Pada fase estrus, hormon estrogen memegang peranan penting dalam
memperlihatkan tingkah laku estrus pada hewan betina, sedangkan hormon
progesteron berfungsi antara lain untuk menyiapkan implantasi pada uterus
(Tiro dkk., 2020). Peningkatan kadar estrogen memicu perubahan

fisiologis pada saluran reproduksi, termasuk peningkatan vaskularisasi
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uterus, proliferasi epitel endometrium, serta peningkatan aktivitas kelenjar
uterus. Kondisi ini menyebabkan lapisan endometrium mengalami
penebalan sebagai respon terhadap stimulasi hormonal. Fase estrus sering
disebut sebagai fase proliferatif karena terjadi peningkatan mitosis sel
epitel dan stroma endometrium (Hardjopranjoto, 1995). Fase estrus sering
digunakan sebagai fase pengamatan dalam penelitian terkait proliferasi
jaringan reproduksi, termasuk pengukuran ketebalan endometrium. Pada
fase ini uterus berada dalam kondisi fisiologis aktif dan responsif terhadap
faktor internal maupun eksternal, sehingga perubahan ketebalan

endometrium dapat diamati secara lebih jelas (Sitasiwi, 2008).

3. Fase Metestrus
Fase ini merupakan fase transisi setelah estrus yang ditandai dengan
terjadinya ovulasi dan mulai meningkatnya kadar hormon progesteron
akibat pembentukan korpus luteum. Pada fase ini kadar estrogen
menurun, sementara progesteron mulai mengambil peran dalam
memengaruhi kondisi uterus. Secara histologis, endometrium mulai
menunjukkan perubahan dari fase proliferatif menuju fase sekresi awal.
Pada pengamatan dengan metode ulas vagina, fase metestrus ditandai
dengan campuran sel epitel dan leukosit sebagai indikasi perubahan

hormonal pasca ovulasi (Tiro dkk., 2020).

4. Fase Diestrus
Fase diestrus merupakan fase istirahat dalam siklus estrus yang ditandai
dengan dominasi hormon progesteron dan aktivitas reproduksi yang lebih
rendah. Pada fase ini, endometrium tidak mengalami proliferasi aktif
seperti pada fase estrus, melainkan berada dalam kondisi stabil atau
regresif apabila tidak terjadi kebuntingan. Secara sitologi vagina, fase
diestrus ditandai dengan dominasi leukosit. Fase ini berperan sebagai
periode pemulihan sebelum siklus kembali ke fase proestrus (Sitasiwi,

2008).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Zoologi Jurusan Biologi Fakultas
Matematika dan I[lmu Pengetahuan Alam Universitas Lampung pada bulan

September-Desember 2025.

Pembuatan ekstrak etanol daun sirih (Piper betle L.) dilakukan di
Laboratorium Botani I Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung. Pembedahan mencit, pengambilan
uterus dan pembuatan preparat histologi uterus dilakukan di Laboratorium
Patologi BPPV (Balai Penyidikan dan Pengujian Veteriner) Regional II1

Bandar Lampung.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: pipet oral
untuk memasukkan larutan ekstrak etanol daun sirih melalui rongga
mulut mencit, kandang mencit yang terbuat dari kawat dan papan
berjumlah 20 kandang, tempat makanan dan minuman mencit, rotary
evaporator untuk memekatkan ekstrak daun sirih, seperangkat alat
bedah untuk membedah mencit, tabung erlenmeyer untuk menyimpan
ekstrak etanol daun sirih, botol kecil untuk menyimpan awetan uterus,
alat pemrosesan jaringan seperti mikrotom, cetakan parafin, fissue
cassette, dan mesin prosessor otomatis, objek dan cover glass untuk
preparat, mikroskop cahaya untuk pemeriksaan sediaan, kertas label
yang digunakan untuk pemberian nama perlakuan pada kandang mencit

dan preparat, kamera HP untuk pengambilan foto dan gambar.
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3.2.2.Bahan
Bahan yang digunakan adalah 20 ekor mencit betina fertil berumur 2-3
bulan dengan kisaran berat 25-30 gram, pakan standar sebagai makanan
mencit, minyak imersi untuk memperjelas objek yang akan diamati,
ekstrak etanol daun sirih, dan akuades untuk pengenceran ekstrak etanol

daun sirih.

Daun sirih (Piper betle L.) yang digunakan dalam penelitian ini dipilih
berdasarkan kriteria morfologis tertentu, yaitu daun berwarna hijau tua,
utuh, tidak mengalami kerusakan mekanik, serta bebas dari gejala
serangan hama dan penyakit. Daun sirih diperoleh dari satu lokasi dan
tanaman yang homogen untuk meminimalkan variasi lingkungan dan
fisiologis. Pemanenan daun dilakukan pada pagi hari, dengan bagian
daun yang dipetik merupakan daun ke-3 hingga ke-5 dari pucuk, yang
dianggap telah mencapai tingkat kematangan fisiologis optimal dan
relatif seragam untuk keperluan ekstraksi senyawa bioaktif (Sarjani

dkk., 2017).

3.3. Pelaksanaan Penelitian
3.3.1. Kandang Mencit
Kandang yang digunakan untuk pemeliharaan mencit selama penelitian
terbuat dari bahan kawat yang berjumlah 20 unit dengan ukuran 15x15

cm.

3.3.2. Pemeliharaan Hewan Uji (Mencit)
Hewan uji yang digunakan adalah mencit betina fertil yang berumur 2-3
bulan yang memiliki berat kisaran 25-30 gram (Alfiyanti dkk., 2019)
yang diperoleh dari Minimouse Mencit Sukarame, Bandar Lampung.
Hewan uji diaklimatisasi di dalam laboratorium selama satu minggu
agar mencit mampu beradaptasi dengan lingkungan yang baru dan
untuk membatasi pengaruh lingkungan dalam percobaan. Mencit
dikelompokkan secara acak menjadi 4 kelompok dan masing-masing

kelompok terdiri dari 5 ekor mencit. Pada masing-masing mencit
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diberikan perlakuan secara oral sebanyak satu kali dalam sehari dengan
konsentrasi yang berbeda-beda untuk setiap kelompok. Waktu
pemberian ekstrak dilakukan pada pagi hari pukul 10.00 WIB. Pakan

yang diberikan pada mencit adalah pakan standar.

3.3.3. Pembuatan Ektrak Etanol Daun Sirih
Metode maserasi digunakan pada penelitian ini untuk mendapatkan
ekstrak etanol daun sirih. Maserasi merupakan metode ekstraksi yang
dilakukan dengan merendam simplisia dalam pelarut pada suhu ruang
untuk memungkinkan terjadinya difusi senyawa metabolit sekunder dari
jaringan tanaman ke dalam pelarut sesuai dengan tingkat kepolarannya
(Ansel, 1989). Daun dipetik dari tangkai setelah daun ketiga mulai dari
bagian pucuk, dan memiliki berwarna hijau tua yang segar. Hal tersebut
bertujuan untuk mendapatkan kandungan senyawa metabolit sekunder
dengan kadar yang optimal karena daun muda pada bagian ujung pucuk
dan daun yang telah layu serta menguning memiliki kandungan
senyawa metabolit sekunder yang rendah (Evita dkk., 2022). Daun sirih
diambil di Desa Rama Nirwana (RN 6), Kecamatan Seputih Raman,

Kabupaten Lampung Tengah, Provinsi Lampung, Indonesia.

Daun sirih sebanyak 3 kg dibersihkan dengan air mengalir untuk
menghilangkan sisa debu dan kotoran serta mencegah terjadinya
kontaminasi, kemudian dikeringkan dengan cara dijemur di bawah sinar
matahari selama 4-5 hari. Setelah kering, daun sirih dihaluskan dengan
menggunakan mesin penggiling lalu diayak untuk memperoleh serbuk
yang halus. Setelah didapatkan bubuk daun sirih yang halus, bubuk
tersebut dimaserasi dengan etanol 96% dan disaring lagi menggunakan
pompa vakum sehingga akan diperoleh filtrat. Kemudian filtrat tersebut
dievaporasi menggunakan rotary evaporator sampai terbentuk ekstrak

kental (Sholihin dan Ducha, 2024).
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3.3.4.Perhitungan Pemberian Ekstrak Etanol Daun Sirih
Setiap kelompok perlakuan diberi ekstrak etanol daun sirih dengan
dosis yang berbeda sesuai dengan rancangan penelitian. Pemberian
volume maksimum ekstrak etanol daun sirih peroral yaitu 1% berat
badan (Purwanti, 2019). Perhitungan pemberian ekstrak etanol daun

sirih setiap kelompok perlakuan adalah sebagai berikut.

1. Dosis 300 mg/gBB (P1)

300 x
1000g ~ 30g

x =9 mg/30gBB

2. Dosis 400 mg/gBB (P2)

400 y X
1000g 30g

x =12 mg/30gBB

3. Dosis 500 mg/gBB (P3)

500 y X
1000g = 30g

x =15 mg/30gBB

3.3.5.Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan faktor dosis yang terdiri dari 4 perlakuan dan setiap perlakuan
diulang sebanyak 5 kali sehingga terdapat 20 perlakuan. Pemberian
ekstrak daun sirih pada masing-masing kelompok perlakuan dengan
cara dicekok (oral) dengan bantuan spluit atau sonde yang pada
ujungnya tumpul dan diberi pipa karet kecil (Zakri dkk., 2023).
Perlakuan pencekokan ini dilakukan secara rutin setiap hari pukul 10.00
WIB selama 14 hari. Setelah 14 hari, dilakukan pembedahan untuk

mengambil uterus kemudian uterus tersebut diawetkan menggunakan
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alkohol dan dibawa ke Balai Penyidikan dan Pengujian Veteriner
(BPPV) Regional III Bandar Lampung untuk dilakukan pembuatan
preparat histopatologi endometrium. Dosis ekstrak daun sirih yang akan

diberikan untuk perlakuan pada mencit betina ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Perlakuan dan Dosis Perlakuan

Perlakuan Pemberian Dosis Keterangan
P

K 0,3 mL akuades Kontrol

P1 9 mg/30gBB ekstrak etanol Perlakuan 1
daun sirih + 0,3 ml akuades

P2 12 mg/30gBB ekstrak etanol Perlakuan 2
daun sirih + 0,3 ml akuades

P3 15 mg/30gBB ekstrak etanol Perlakuan 3

daun sirih + 0,3 ml akuades

3.3.6. Pengambilan Organ Uterus
Prosedur pembedahan dilakukan untuk mengambil organ uterus pada
mencit betina dengan mengikuti tahapan yang steril dan sesuai etika
hewan laboratorium. Mencit dibius dengan menggunakan kloroform,
setelah mencit tidak sadar, tubuhnya diletakkan terlentang di atas
papan bedah steril, dan area abdomen dibersihkan dengan kapas
alkohol. Selanjutnya, dilakukan insisi secara longitudinal sepanjang
kurang lebih 1-2 cm pada bagian perut bawah menggunakan pisau
bedah steril. Setelah membuka jaringan otot perut dengan hati-hati,
uterus dikenali sebagai organ berbentuk huruf Y yang terletak di
bawah ginjal. Uterus diangkat secara perlahan menggunakan pinset
dan dipotong pada pangkalnya dengan gunting bedah. Organ yang
telah diambil dimasukkan ke dalam wadah berisi larutan larutan

fisiologis (Aisyah dkk., 2023).
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3.3.7.Pembuatan Preparat Histopatologi
Pembuatan preparat histopatologi uterus dilakukan di Laboratorium
patologi BPPV (Balai Penyidikan dan Pengujian Veteriner) Regional III
Bandar Lampung. Tahap-tahap pembuatan preparat histopatologis adalah
sebagai berikut (Keirnan, 2001):

1. Trimming
Spesimen berupa potongan uterus yang sudah dipilih lalu difiksasi
menggunakan Neutral Buffered Formalin 10%. Organ kemudian
dipotong dengan ukuran 2-4 mm dan dimasukkan ke dalam cassette
jaringan dan dicuci dengan air mengalir.

2. Dehidrasi
Potongan jaringan didehidrasi secara berturut-turut menggunakan
alkohol 70%, 80%, 90%, alkohol absolut I, dan alkohol absolut II
selama dua jam pada masing-masing konsentrasi alkohol. Langkah
selanjutnya yaitu clearing atau proses mengeluarkan alkohol dari
dalam jaringan dengan cara merendam jaringan dalam senyawa
xylene.

3. Embedding (Pembenaman)
Setelah proses clearing, jaringan harus melalui proses embedding
atau impregnation untuk mengeluarkan clearing agent dari dalam
jaringan. Pada proses embedding, jaringan diinfiltrasi oleh senyawa
parafin sehingga jaringan yang awalnya lunak menjadi keras dan
mudah dipotong menggunakan mikrotom.

4. Cutting (Pemotongan)
Jaringan selanjutnya melalui proses blocking sehingga jaringan
tercetak di dalam blok-blok parafin dan disimpan dalam lemari es
selama 24 jam. Blok-blok parafin kemudian dipotong (cutting)
menggunakan mikrotom dengan ketebalan 4-5 mikron. Hasil
pemotongan diapungkan dalam air hangat bersuhu 60°C untuk

menghindari terbentuknya lipatan.
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5. Staining (Pewarnaan)
Sediaan diletakkan pada gelas objek untuk dilakukan pewarnaan
Harris Haematoksilin-Eosin dengan cara memasukkan slide secara
bertahap ke dalam xylo/, alkohol, akuades, haematoxilin, acid
alcohol, dan eosin.

6. Mounting (Penutupan)

Setelah pewarnaan selesai, s/ide ditempatkan di atas tissue yang
kering pada tempat datar, kemudian ditetesi dengan kanada balsam

dan ditutup dengan cover glass.

3.3.8. Pemeriksaan Preparat Histopatologi

Pemeriksaan struktur histopatologi endometrium dilakukan terhadap
preparat awetan yang diwarnai dengan haematoxilin eosin. Pengamatan
slide preparat histopatologi dilakukan di bawah mikroskop binokuler
dengan pembesaran 100x. Pemeriksaan dilakukan di Laboratorium
Zoologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas
Lampung. Pengukuran menggunakan mikroskop yang dilengkapi

mikrometer.

3.3.9. Parameter Pengamatan

3.3.10

Parameter yang diamati dalam penelitian ini adalah ketebalan
endometrium mencit betina setelah diberi ekstrak daun sirih. Ketebalan
endometrium diukur dari permukaan lumen hingga batas akhir lapisan

endometrium menggunakan mikrometer okuler.

Pengolahan Data

Variabel pengamatan yang diamati pada penelitian ini adalah ketebalan
endometrium mencit betina pada fase estrus. Data yang diperoleh dari
hasil pengamatan dapat dilakukan analisis statistik pada parameter
dengan menggunakan IBM SPSS Versi 30.0 dengan menggunakan uji
Kruskal Wallis.



3.3.11. Diagram Alir Penelitian
Diagram alir penelitian dapat dilihat pada Gambar 7.

Persiapan Kandang Mencit dan Persiapan Hewan Uji
Mencit (Mus muscuius L.) sebanyak 20 Ekor Berumur 3

Bulan dengan Berat 30 gram

v

Persiapan Alat dan Bahan

v

Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Sirih
(Piper betle 1)

Aklimatisasi Hewan Uji di Laboratorium
selama 7 Hari

Pemberian Perlakuan Ekstrak Daun Sirih (Piper betle L.)
selama 14 hari secara Oral setiap Pukul 10.00 WIB

v

Mencit diberikan
0,3 mL akuades
serta pakan standar
dan minum selama
penclitian

9 mg/gBB ekstrak
etanol daun sirih
dengan 0,3 mL
akuades serta diberi
pakan standar

12 mg/gBB ekstrak
etanol daun sirih
dengan 0,3 mL
akuades serta diberi
pakan standar

5 Ekor Meneit 5 Ekor Mencit 5 Ekor Mencit 5 Ekor Mencit
Betina Fertil Betina diberikan Betina diberikan Betina diberikan
sebagai Kontrol Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3
(K) (r1) (P2) (P3)
) (P1) (P2) (P3)
Mencit diberikan Mencit diberikan Mencit diberikan

15 mg/gBB ekstrak
etanol daun sirih
dengan 0,3 mL
akuades serta diberi
pakan standar

v

Pengambilan Sampel Uterus dengan

Metode Pembedahan

Pembuatan Preparat Histologi Uterus di
Laboratorium Patologi BPPV Regional
11 Bandar Lampung

Pemeriksaan Preparat Histologi
Endometrium dengan Bantuan
Mikroskop

Analisis Data dengan
menggunakan IBM
SPSS Versi 30.0

Gambar 7. Diagram Alir Penelitian




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan
Simpulan yang diperoleh pada penelitian pemberian ekstrak etanol daun sirih
(Piper betle L.) mencit betina (Mus musculus L.) adalah:
1. Belum mampu mempengaruhi ketebalan endometrium mencit pada fase
estrus.
2. Belum diketahui dosis yang efektif terhadap penurunan ketebalan

endometrium.

5.2. Saran

Berdasarkan hasil penelitian, saran yang dapat diajukan adalah:

1. Penelitian selanjutnya disarankan untuk melakukan variasi dosis dan
memperpanjang lama waktu pemberian ekstrak etanol daun sirih (Piper
betle L.), sehingga efek biologis senyawa aktif terhadap ketebalan
endometrium dapat diamati secara lebih optimal dan memungkinkan
munculnya perbedaan yang signifikan secara statistik.

2. Disarankan pada penelitian selanjutnya untuk menambahkan parameter
pendukung, seperti pengukuran kadar hormon estrogen untuk
memperkuat interpretasi mekanisme kerja ekstrak etanol daun sirih

terhadap perubahan ketebalan endometrium.
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