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ABSTRAK

Siklus estrus merupakan suatu fase reproduksi yang terjadi pada hewan betina non primata
secara berulang dan ditandai dengan adanya perubahan fisiologi serta tingkah laku.
Ketidakteraturan siklus estrus dapat mengindikasikan adanya permasalahan yang terkait
dengan sistem reproduksi seperti kanker rahim, kanker payudara dan infertilitas. Obat
herbal yang dipercaya dan sering digunakan untuk meningkatkan kesuburan oleh
masyarakat Madura di Indonesia adalah “Jamu Subur Kandungan”. Jamu subur kandungan
ini terdiri atas kombinasi dari 3 bahan, yaitu bawang putih (Allium sativum), akar temu
mangga (Curcuma mangga), dan akar jeringau (Acorus calamus). Kendala yang dihadapi
dalam mengkonsumsi obat herbal adalah kelarutan dan penyerapan yang kurang baik di
saluran pencernaan. Oleh karena itu, salah satu upaya untuk mengatasi kendala ini yaitu
dengan pendekatan nanoteknologi dan metode enkapsulasi. Jenis penelitian ini adalah
eksperimental menggunakan RAL dengan 6 kali ulangan. Hewan coba yang digunakan
menggunakan mencit (Mus muscullus) betina sebanyak 30 ekor yang terdiri dari 5
perlakuan yaitu K- (aquades), K+ (cis + nano 0 mg/kgBB), P1 (cis + nano 25 mg/kgBB),
P2 (cis + nano 50 mg/kgBB), dan P3 (cis + jamu 75 mg/kgBB). Data dianalisa
menggunakan one-way anova (a=5%) dan dilakukan uji lanjut menggunakan DMRT. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ada pengaruh nanopartikel terhadap lama fase selama
siklus estrus dengan dosis optimal 50 mg/kgBB.

Kata Kunci: Acorus calamus, Allium sativum, Curcuma mangga, fase-fase siklus estrus,
nanopartikel,
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THE EFFECT OF Allium sativum, Curcuma mango, And Acorus calamus
NANOPARTICLES ON PHASE DURATION DURING THE ESTROUS
CYCLE OF CISPLATIN-INDUCED MICE (Mus musculus)

Indy Rizka Tsania, Bayyinatul Muchtaromah, Munirul Abidin

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, State Islamic University of
Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

The estrous cycle is a reproductive phase that occurs repeatedly in non-primate female
animals and is characterized by changes in physiology and behavior. Irregularities in the
estrus cycle can indicate problems related to the reproductive system, such as uterine
cancer, breast cancer, and infertility. The herbal medicine trusted and frequently used by
the Madurese people in Indonesia to increase fertility is "Jamu Subur Kandungan". This
fertile herbal medicine consists of a combination of three ingredients: garlic (Allium
sativum), mango root (Curcuma mango), and jeringau root (Acorus calamus). One of the
obstacles faced in consuming herbal medicines is poor solubility and absorption in the
digestive tract. Therefore, one effort to overcome this obstacle is through a nanotechnology
approach and encapsulation methods. This research is experimental type, using a
completely randomized design (RAL) with six repetitions. The experimental animals used
were 30 female mice (Mus musculus), divided into five treatments: K- (distilled water), K+
(cis + nano 0 mg/kgBW), P1 (cis + nano 25 mg/kgBW), P2 (cis + nano 50 mg/kgBB), and
P3 (cis + herbal medicine 75 mg/kgBB). Data were analyzed using one-way ANOVA
(0=5%), and further tests were carried out using DMRT. The results showed that
nanoparticles had an effect on the duration of the phase during the estrous cycle, with an
optimal dose of 50 mg/kgBW.

Kata Kunci: Acorus calamus, Allium sativum, Curcuma mangga, Estrous Cycle phases,
nanoparticles,
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Sistem reproduksi adalah salah satu proses fisiologi yang terjadi pada
makhluk hidup untuk melanjutkan keturunan dan bertahan hidup (Muchtaromah
dkk, 2018). Khusus pada wanita, sistem reproduksi merupakan rangkaian organ
yang saling berhubungan untuk mendukung produksi hormon steroid, produksi
oosit, penyaluran sel telur dan sperma serta perkembangan janin (Mancini &
Pensabene, 2019). Organ reproduksi akan berfungsi pada saat mencapai pubertas
yang ditandai dengan terjadinya siklus estrus (Simatauw dkk, 2019).

Siklus estrus merupakan suatu fase reproduksi yang terjadi pada hewan
betina non primata secara berulang dan ditandai dengan adanya perubahan fisiologi
serta tingkah laku (Sitasiwi & Mardiati, 2016). Terdapat empat fase pada siklus
estrus yaitu fase proestrus, estrus, metestrus, dan fase diestrus. Fase proestrus
terdapat dominasi sel-sel epitel berinti yang berbentuk oval serta memiliki inti sel
yang jelas berada di tengah. Fase estrus terdapat banyak sel kornifikasi (sel tanduk)
yang muncul secara tunggal atau bertumpuk (berlapis-lapis). Fase metestrus
terdapat sel epitel berinti, sel kornifikasi, dan leukosit yang secara kualitatif
mendominasi hampir sama banyak. Fase diestrus terdapat leukosit dalam jumlah
banyak dan terdapat sel epitel berinti dalam jumlah yang sedikit (Simatauw dkk,
2019).

Ketidakteraturan siklus estrus dapat mengindikasikan adanya permasalahan

yang terkait dengan sistem reproduksi seperti kanker rahim, kanker payudara dan



infertilitas (Hartati & Desmariyenti, 2020; Sari dkk, 2021). Infertilitas dapat

ditandai dengan lama masa estrus yang lebih singkat dari seharusnya (Bertolin &
Murphy, 2014). Rata-rata lama waktu setiap fase di siklus estrus pada mencit

normal adalah 11 jam untuk fase awal proestrus, 21,4 jam fase akhir proestrus, 20,7
jam fase estrus, 21,8 jam fase metestrus dan 21,8 jam fase diestrus dengan total
waktu siklus estrus selama 4,3 hari (Bertolin & Murphy, 2014).

Siklus estrus yang tidak normal dapat menjadi tanda dari infertilitas karena
siklus estrus terjadi akibat pengaruh kerja esterogen (Pramasari, 2017). Jika siklus
estrus tidak normal, maka besar kemungkinan pergerakan hormon esterogen juga
terganggu. Menurut penelitian Busman (2013) mengenai kontrasepsi konvensional
menunjukkan bahwa siklus estrus mencit menjadi 6 menit hingga 3 jam lebih
singkat dari siklus estrus normal. Hal ini disebabkan alat kontrasepsi bekerja
dengan menambahkan hormon progesteron dalam tubuh sehingga terjadi
penghambatan Luteinizing Hormone (LH), perkembangan folikel dan ovulasi.
Sehingga tingkat fertilitas akan menurun (Pramasari, 2017).

Terdapat beberapa metode yang dapat digunakan untuk menentukan fase
siklus estrus, yaitu dengan mengamati sitologi vagina (Byers et al., 2012),
impedansi listrik dan analisis biokimia urin (Bertolin & Murphy, 2014). Salah satu
metode pengamatan sitologi vagina adalah dengan membuat apusan vagina/ vaginal
smears/ vaginal swap secara berkala (Sitasiwi & Mardiati, 2016). Byers et al.
(2012) melaporkan bahwa penggunaan metode apusan vagina ini jauh lebih cepat
daripada impedansi listrik dan analisis biokimia. Selain itu, penggunaan metode ini

tidak memiliki risiko induksi pseudopregnancy atau merusak epitel vagina.



Sistem reproduksi wanita dapat mengalami beberapa masalah meliputi
gangguan siklus menstruasi (estrus), dysmenorrhea, keputihan, pendarahan saat
menstruasi dan gangguan reproduksi lainnya yang dapat mengganggu kesuburan
(Muchtaromah dkk, 2018). Infertilitas merupakan masalah yang dihadapi oleh
pasangan suami istri yang telah menikah selama minimal satu tahun dan melakukan
hubungan seksual teratur tanpa menggunakan kontrasepsi tetapi belum berhasil
memperoleh kehamilan (Ningsi dkk, 2021).

World Health Organization (WHO) secara global memperkirakan adanya
kasus infertil pada 8-10% pasangan, jika dari gambaran global populasi maka
sekitar 50-80 juta pasangan (1 dari 7 pasangan) atau sekitar 2 juta pasangan infertil
baru setiap tahun dan jumlah ini terus meningkat (Indarwati et al., 2017). Di
Indonesia, menurut Badan Pusat Statistik (BPS) pada tahun 2011 tercatat dari £39,8
juta wanita usia subur terdapat 10-15% yang dinyatakan infertil dan angkanya terus
meningkat setiap tahunnya (Ningsi dkk, 2021). Jumlah pasangan infertil pada tahun
2013 mencapai 15-25% dari seluruh pasangan yang ada (Indarwati et al., 2017).

Infertilitas dapat disebabkan oleh pihak wanita, pria, maupun keduanya,
akan tetapi dari jumlah pasangan infertil yang ada, sebagian besar penyebabnya
berasal dari wanita. Kondisi yang menyebabkan infertilitas dari faktor wanita
sebesar 65%, faktor pria 20%, kondisi lain-lain dan tidak diketahui 15% (Yuliarfani
& Nina, 2022). Ada banyak faktor yang menyebabkan infertil pada pria dan wanita.
Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi kesuburan wanita yaitu perubahan
siklus menstruasi dan ovulasi, masalah hormonal, stress oksidatif dan kelainan
bentuk organ reproduksi. Namun, sebanyak 25% kasus infertilitas belum diketahui

penyebabnya (Muchtaromah et al., 2020).



Infertilitas dapat diatasi dengan beberapa cara, antara lain penerapan pola
hidup sehat, penggunaan assisted reproductive technology (ART) yang melibatkan
prosedur fertilisasi in vitro dan kriopreservasi, penggunaan obat induksi ovulasi,
terapi hormon, dan herbal. Beberapa tahun terakhir, herbal telah digunakan untuk
mengobati infertilitas dan merupakan praktik inklusif berdasarkan teori, keyakinan
dan pengalaman (Muchtaromah et al., 2020a). Herbal masuk kedalam kelas
pengobatan komplementer dan alternatif (CAM). Obat-obatan herbal telah
digunakan selama ribuan tahun di negara berkembang dan lebih dari 80% penduduk
bergantung pada penggunaannya untuk kebutuhan perawatan kesehatan (Sekhri et
al., 2013).

Penggunaan Cisplatin untuk membuat hewan model infertile pada
penelitian ini berdasar pada Kulhan et al. (2019) bahwa penggunaan cisplatin dapat
menginduksi insufisiensi ovarium dan infertilitas yang sifatnya reversible.
Infertilitas terkait cisplatin ini disebabkan oleh efek toksik pada folikel primordial,
karena folikel primordial tidak dapat beregenerasi sehingga terjadi kegagalan fungsi
ovarium yang awal (premature ovary failure/POF) (Pradjatmo, 2015). Penggunaan
tumbuhan sebagai bahan obat juga dianjurkan dalam Islam. Allah SWT telah

menyebutkan dalam Al-Qur’an, yakni pada QS. As-Syu’ara [26]: 7:

@quﬁww‘ﬁfﬂ‘d‘ 37 &

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik? ” (QS:
As-Syu’ara [26] :7).

Makna dari penggalan surat As-Syu’ara ayat 7 tersebut menurut tafsir An-
Nuur, Maha Kuasa Allah dapat menumbuhkan berbagai macam tumbuh-tumbuhan

yang beraneka ragam bentuk dan rupanya. Dalam penciptaan tersebut ada tanda



besar dan pelajaran tinggi (Ash-Shiddieqy, 2000). Kata ~_S pada ayat diatas
memberikan makna segala sesuatu yang disifatinya baik, dan kata ;._33 memiliki arti
tumbuhan, maka kata zauj karim memiliki arti tanaman yang baik (Al-Mahalli &
As-Assuyuti, 2000). Salah satu bentuk beriman atas kekuasaan Allah dalam
menciptakan tumbuh-tumbuhan dengan cara menjadikannya sebagai obat dan
pemelihara kesehatan. Maha besar Allah SWT yang telah menciptakan berbagai
tumbuhan yang baik dan memiliki perbedaan manfaat antara tumbuhan satu dengan
tumbuhan yang lain.

Sumber daya alam tumbuhan untuk obat herbal di Indonesia memiliki
banyak ragam. Bagi masyarakat yang berasal dari beberapa area di Indonesia
seperti Jawa dan Madura, obat tradisional lebih dikenal sebagai jamu. Salah satu
obat herbal yang dipercaya dan sering digunakan untuk meningkatkan kesuburan
oleh masyarakat Madura di Indonesia adalah “Jamu Subur Kandungan”. Jamu
subur kandungan ini terdiri atas kombinasi dari 3 bahan, yaitu bawang putih (Allium
sativum), akar temu mangga (Curcuma mangga), dan akar jeringau (Acorus
calamus) (Muchtaromah et al., 2020a). Campuran dari ketiganya memiliki aktivitas
antioksidan yang tinggi dan dapat digunakan sebagai antijamur serta antibakteri
(Muchtaromabh et al., 2020b).

Kendala yang dihadapi dalam mengkonsumsi obat herbal adalah kelarutan
dan penyerapan yang kurang baik di saluran pencernaan (Muchtaromah et al.,
2020b). Selain itu, obat herbal telah menunjukkan aktivitas yang baik dalam
pengujian in vitro tetapi tidak dapat direproduksi dalam percobaan in vivo

(Bonifacio et al., 2013). Oleh karena itu, salah satu upaya untuk mengatasi kendala



ini yaitu dengan pendekatan nanoteknologi dan metode enkapsulasi (Muchtaromah
et al., 2020b).

Nanopartikel merupakan partikel berukuran 10-1000 nm yang memiliki
banyak keunggulan (Ahdyani dkk, 2020). Pengembangan nanopartikel mempunyai
kelebihan pada sistem penghantaran zat aktif, memberikan hasil bahwa partikel atau
globul pada skala nanometer memiliki sifat fisik yang khas dibandingkan partikel
pada ukuran yang lebih besar terutama dalam meningkatkan kualitas penghantaran
senyawa aktif, meningkatkan kelarutan senyawa, mengurangi dosis pengobatan dan
meningkatkan penyerapan (Fitri dkk, 2021).

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah apakah terdapat pengaruh

nanopartikel A. Sativum, C. Mangga dan A. Calamus terhadap lama fase selama

siklus estrus mencit.

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui apakah terdapat
pengaruh nanopartikel A. Sativum, C. Mangga dan A. Calamus terhadap lama fase

selama siklus estrus mencit.

1.4 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah terdapat pengaruh nanopartikel A.
Sativum, C. Mangga dan A. Calamus terhadap lama fase selama siklus estrus

mencit.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah



1. Memberikan informasi ilmiah tentang potensi nanopartikel kombinasi ekstrak
bawang putih, temu mangga dan jeringau terhadap fase-fase didalam siklus
estrus

2. Memberikan pengetahuan dan informasi tentang obat herbal yaitu bawang
putih, temu mangga dan jeringau yang termodifikasi dengan teknologi
nanopartikel dan berpotensi sebagai penyembuhan gangguan reproduksi

Khususnya infertilitas

1.6 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Sampel tumbuhan yang dipakai mengacu pada komposisi bahan jamu subur
kandungan “jokotole” yaitu 28% jeringau, 36% temu mangga dan 36% bawang
putih yang didapatkan dari balai Materia Media Batu.

2. Ektraksi menggunakan pelarut etanol 70% dilakukan dengan metode maserasi.

3. Hewan coba yang digunakan adalah mencit betina normal fertile galur Balb-C,
umur 2-3 bulan, berat 20-25 gram.

4. Hewan coba diinduksi menggunakan cisplatin untuk membuat keadaan infertile.

5. Parameter yang diamati adalah fase-fase dalam siklus estrus
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2.1 Fungsi Tumbuhan Sebagai Obat dalam Perspektif Islam
Mempelajari dan mengamati fenomena makhluk hidup termasuk tumbuhan,
sangat dianjurkan dalam islam. Satu diantaranya yaitu mempelajari pemanfaatan
tumbuhan sebagai obat. Seperti yang telah diketahui Allah SWT menciptakan
seluruh makhluk-Nya begitu indah dan tersistem. Semua yang diciptakan Allah
mempunyai peran masing-masing. Seperti halnya makhluk Allah yang lain,
tumbuhan juga merupakan satu diantara makhluk Allah yang diciptakan untuk
menyeimbangkan sistem kehidupan alam semesta dilihat dari bagaimana peran
tumbuhan itu sendiri
Sebagai seorang muslim wajib meyakinkan suatu bukti kekuasaan-Nya
akan keanekaragaman tumbuhan yang telah Allah ciptakan di bumi, Allah SWT
berfirman dalam QS. Al-An’am [6]: 99
o B 520 g5 o 60w 2650 sad e I (D) 535
ST G ol 505 055 Walb G 3 G TR G5 K £
3 O essis S ) o () Ikl s sladt 5By ERA DU D55l
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Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami keluarkan dari
tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau, Kami keluarkan dari tanaman
yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang kurma, mengurai tangkai-
tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun
dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya pada waktu
berbuah, dan menjadi masak. Sungguh, pada yang demikian itu ada tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman” QS. Al-An’am [6]: 99.

Menurut Al-Jazairi (2007) bahwa allah telah menurunkan air hujan dan

menumbuhkan bermacam-macam jenis tumbuhan yang beraneka warna, rasa, bau



dan keistimewaannya. Firman Allah ini sebagai penyempurnaan dari ucapan Musa
dan peringatan bagi penduduk Mekkah yang belum mengenal Allah beserta hak-
haknya dalam tauhid, diturunkannya air hujan dan menumbuhkan beragam
tumbuhan yang menjadi makanan bagi manusia dan hewan, sebagai tanda-tanda
kekuasaan Allah.

Berdasarkan firman Allah tersebut, dapat diketahui bahwa Allah
menciptakan bumi dengan tumbuhan-tumbuhan yang dapat dimanfaatkan makhluk
hidup untuk kelangsungan hidupnya. Salah satu manfaat tanaman yang banyak
diketahui adalah sebagai obat, diantaranya adalah bawang putih, temu mangga, dan

jeringau. Seperti halnya sabda Nabi Muhammad SAW dalam HR. Muslim berikut:

55 B 1 e 1 R a0 gl g 5 B e
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Artinya: “Telah menceritakan kepada kami Harun bin Ma'ruf dan Abu Ath Thahir
serta Ahmad bin 'Isa mereka berkata; Telah menceritakan kepada kami Ibnu Wahb;
Telah mengabarkan kepadaku ‘Amru, yaitu Ibnu al-Harits dari '‘Abdu Rabbih bin
Sa'id dari Abu Az Zubair dari Jabir dari Rasulullah shallallahu 'alaihi wasallam,
beliau bersabda: "Setiap penyakit ada obatnya. Apabila ditemukan obat yang tepat
untuk suatu penyakit, akan sembuhlah penyakit itu dengan izin Allah 'azza wajalla."”
(HR Muslim).
Hadist di atas menunjukkan bahwa Allah maha adil yang menciptakan
penyakit beserta obatnya, hal itu dapat diketahui manusia dengan adanya ilmu
pengetahuan. Illmu pengetahuanlah yang akan menuntun manusia dalam

menemukan obat dari berbagai penyakit. Jika manusia tidak mengembangkan ilmu

pengetahuan maka tidak akan pernah tahu bahwa Allah telah menciptakan berbagai
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macam tumbuhan yang dapat dimanfaatkan sebagai obat. Ada berbagai obat yang
terlah tersedia di alam dan seringkali disebut sebagai tanaman herbal.
2.2 Jamu Subur Kandungan

Jamu merupakan obat herbal tradisional yang banyak digunakan di
Indonesia. Jamu yang banyak digunakan oleh masyarakat untuk meningkatkan
fertilitas wanita terutama didaerah Madura, Jawa Timur adalah “Jamu Subur
Kandungan”. “Jamu Subur Kandungan” mengandung 15% bawang putih (Allium
sativum), 15% rimpang temu mangga (Curcuma mangga), 12% rimpang jeringau
(Acorus calamus), dan bahan-bahan lain hingga menjadi 100%, jamu ini dikenal
sebagai obat untuk meningkatkan kesuburan (Muchtaromah et al, 2020).

Penelitian Ahmad (2015) melaporkan bahwa komposisi “Jamu Subur
Kandungan” memiliki kandungan aktivitas antioksidan golongan kuat yang
dimungkinkan karena adanya kontribusi steroids, fenol, tannin, flavonoid,
glikosida, diterpene, triterpene serta alkaloid pada Allium sativum dan Acorus
calamus, juga adanya terpenoids sebagai senyawa utama pada Curcuma mangga
sehingga “Jamu Subur Kandungan” ini memiliki potensi besar dalam meningkatkan

fertilitas.
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Artinya: “Dari Abu Hurairah, ia berkata: Rasulullah bersabda, "Sesungguhnya di

(kematian)." (HR. Al-Bukhari).

Penggunaan rempah-rempah salah satunya jintan hitam dalam bidang

kesehatan telah disebutkan dalam hadist riwayat imam bukhari. Hadist tersebut
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penyakit kecuali kematian. Hal ini menunjukkan bahwa jintan hitam atau rempah-

rempah memiliki manfaat yang besar dalam pengobatan penyakit

2.3 Allium sativum
2.3.1 Kilasifikasi
Klasifikasi bawang putih (Allium sativum) menurut Muslikah (2022),

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Class : Monocotyledonae
Ordo : Asparagales
Family - Alliaceae
Genus . Allium

Spesies  : Allium sativum L.

2.3.2 Deskripsi tanaman

Bawang putih (Allium sativum) merupakan tanaman herba parenial yang
membentuk umbi lapis. Batang yang terlihat di atas permukaan tanah adalah batang
semu, sedangkan untuk batang sebenarnya berada di dalam tanah. Batang semu dari
bawang putih terdiri dari pelepah-pelepah daun (Amrulloh dkk, 2019).

Bawang putih tumbuh secara berumpun dan tingginya bisa mencapai 30-75
cm. Helaian daun (lamina) pada bawang putih berbentuk pipih dan memanjang.

Akarnya berupa serabut-serabut kecil (pilus radicis). Setiap daunnya terdiri dari
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sejumlah anak bawang (siung) di mana setiap siungnya terbungkus kulit tipis
berwarna putih (Simangunsong dkk, 2022).

Umumnya bawang putih tumbuh di dataran tinggi, namun varietas tertentu
dapat tumbuh di dataran rendah. Media tumbuh yang baik untuk tanaman bawang
putih adalah tanah bertekstur lempung berpasir atau lempung berdebu dengan pH
netral (Amrulloh dkk, 2019). Daerah penyebaran bawang putih di Indonesia yaitu
meliputi wilayah Sumatera Utara, Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, Bali,

Lombok dan Nusa Tenggara Timur (Simangunsong dkk, 2022).

Gambar 2.1 Morfologi bawang putih (a) Morfologi siung bawang putih
(b) Morfologi tanaman bawang putih (Stavélikova, 2008).

2.3.3 Kandungan

Ciri utama dari bawang putih adalah rasa siung bawangnya yang berbeda,
sebagai hasil dari reaksi biokimia yang kompleks. Senyawa utama yang
bertanggung jawab untuk rasa itu Sebagian besar mengandung sulfur, asam amino
non-organik (thiosulfinates), di antaranya alliin atau S-allyl-cysteine sulfoxide
(ACSO) yang merupakan precursor rasa bawang putih yang paling dominan.

Terlepas dari atribut rasanya, senyawa sulfur ini juga bertanggung jawab
atas sikap obat bawang putih, seperti antikanker, antidiabetes, antiinflamasi,

antimikroba, antioksidan, kardioprotektif dan aktivitas immunoregulator.
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Arekemase et al (2013) melaporkan bahwa bawang putih mempunyai potensi
sebagai antibakteri, antivirus, antijamur dan antiprotozoal.

Selain itu, sulfur juga dapat meningkatkan biosintessis glutathione, yang
diketahui memiliki fungsi antioksidan penting. Senyawa organik signifikan lainnya
dengan sifat bioaktif yang kuat adalah ajoene, serta beberapa senyawa yang
mengandung sulfur selain alliin, seperti allicin, 1,2-vinyldithiin, allixin dan S-allyl-
cysteine, dan sulfida, seperti diallyl-, methyl allyl-, dan dipropyl mono-, di-, tri- dan
tetra-sulfida, yang terbentuk setelah penguraian thiosulfinates.

Selain senyawa organiknya, bawang putih juga kaya akan vitamin (terutama
vitamin B kompleks dan vitamin C), antioksidan, flavonoid, dan mineral (terutama
P, K, dan Se), selain itu juga dianggap sebagai sumber yang kaya akan fitonutrient
non-organik lainnya, dengan khasiat obat dan terapeutik yang penting, yang dititik
beratkan pada flavonoid, saponin dan sapogenin, senyawa fenolik, nitrogen oksida,

amida dan protein (Martins et al, 2016).
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Artinya: Dari Jaber bin Abdullah, dia berkata: Rasulullah SAW. bersabda,
"Sesungguhnya dalam bawang ada dua hal yang terbaik di dunia ini, yaitu
kenikmatan dan kesembuhan.” (HR. Ahmad)

Manfaat bawang dalam islam juga telah disebutkan dalam hadist riwayat
ahmad yang menyatakan bahwa bawang memiliki dua hal terbaik di dunia ini, yaitu
kenikmatan dan kesembuhan. Kesembuhan ini akan didapat ketika manusia

mengkonsumsinya, baik sebagai makanan maupun obat.
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2.4 Curcuma mangga
2.4.1 Klasifikasi
Klasifikasi temu mangga (Curcuma mangga) menurut Andriana (2021),

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Class : Monocotyledonae
Ordo . Zingiberales
Family : Zingiberceae
Genus : Curcuma

Species : Curcuma mangga Val

2.4.2 Deskripsi tanaman

Tanaman temu mangga (Curcuma mangga) umumnya ditemukan tumbuh
liar di ladang, hutan jati atau pinggir sungai. Temu mangga merupakan tanaman
semak tahunan dengan tinggi yang bisa mencapai 50-75 cm. Umbi yang dihasilkan
adalah umbi batang. Batang temu mangga berupa batang semu yang tersusun dari
gabungan kelopak-kelopak daun (Andriana, 2021).

Daun temu mangga berwarna hijau dengan bentuk seperti mata lembing,
bulat lonjong di bagian ujung dan pangkalnya. Daunnya penuh dengan bintik-bintik
kecil berwarna putih. Panjang daun berkisar antara 30-45 cm dengan lebar daun
7,5-12,5 cm. Tangkai daun panjang, sama panjang dengan daunnya. Permukaan

atas dan bawah daun licin serta tidak berbulu (Andriana, 2021).
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Gambar 2.2 Morfologi temu mangga, a. Plant habit temu mangga, b.
Akar temu mangga (Lim, 2016).

2.4.3 Kandungan

Penelitian Srirod & Tewtrakul (2019) melaporkan bahwa beberapa tanaman
Zingiberaceous seperti Curcuma longa mengandung zat aktif terutama minyak
atsiri dan curcuminoid. Curcuminoid merupakan diferuloylmethane yang
mengandung curcumin, demethoxycurcumin dan bisdemethoxycurcumin yang
memiliki sifat sebagai antioksidan, antiinflamasi dan aktivitas anti-ulcer.

Ekstrak Curcuma mangga sangat bermanfaat bagi kesehatan, sebagai
antimikroba, antidiare, antiradang, antikanker, analgesic, dan antioksidan (Indis &
Kurniawan, 2016). Hal ini dikarenakan ekstrak C. mangga mengandung beberapa
senyawa aktif seperti curcuminoid dan fenolik. Senyawa curcuminoid nya adalah
curcumin, bisdimetoksikurkumin, bismetoksikurkumin, dan senyawa foliknya
adalah asam ferulic, asam p-coumaric, asam cinnamic, dan asam cafeic (Indis &
Kurniawan, 2016).

Ekstrak air temu mangga dilaporkan dapat menekan radikal bebas
(Muchtaromah, Wahyudi, et al., 2020), menghambat pembentukan peroksida

selama oksidasi lipid (Pujimulyani et al., 2018), dan menghambat terjadinya alergi
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(Malek et al., 2011). Penelitian Abraham et al. (2011) juga melaporkan bahwa akar
dari temu mangga memiliki sifat antikanker dan antioksidan.
2.5 Acorus calamus
2.5.1 Kilasifikasi
Klasifikasi jeringau (Acorus calamus) menurut Simangunsong dkk (2022),

adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Class : Monocotyledonae
Ordo : Arales
Family . Araceae
Genus : Acorus

Species : Acorus calamus

2.5.2 Deskripsi tanaman

Jeringau (Acorus calamus) termasuk ke dalam tanaman herba tahunan
dengan tinggi yang bisa mencapai £ 75 cm, daun basah, pendek, membentuk
rimpang, dan berwarna putih kotor. Daun jeringau termasuk daun tunggal berwarna
hijau dengan bentuk lanset, ujung runcing, tepi rata, memiliki panjang sekitar + 60
cm serta lebar + 5 cm. Pangkal dari daun jeringau memeluk batang dengan
pertulangan daun sejajar (Simangunsong dkk, 2022).

Bunga jeringau adalah bunga majemuk dengan bentuk bongkol dan ujung
meruncing. Panjang bunga sekitar 20-25 cm, terletak di ketiak daun. Memiliki
tangkai sari dengan panjang + 2,75 mm, kepala sari dengan panjang = 0,5 mm.

Jeringau juga memiliki putik dengan ukuran 1-1,5 mm yang pada bagian kepalanya
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berbentuk meruncing dengan panjang + 0,5 mm. Mahkota bunga pada jeringau
berbentuk bulat panjang dan berwarna putih dengan panjang 1-1,5 mm. Buah pada
jeringau memiliki warna coklat. Tanaman ini biasa ditemukan pada tempat yang

lembab seperti di tepi danau serta sungai (Simangunsong dkk, 2022).

Gambar 2.3 Morfologi jerinau,a. Plant abitjerlngau, b. Akajeringau
(Chandra & Prasad, 2017).

2.5.3 Kandungan

Acorus calamus pada jaman dulu digunakan oleh orang China kuno untuk
mengurangi pembengkakan. Dalam praktek pengobatan Ayurveda India, akar
jeringau telah digunakan untuk menyembuhkan beberapa penyakit seperti demam,
asma dan bronchitis, serta sebagai obat penenang. Suku asli India menggunakan
jeringau untuk mengobati batuk, yang dibuat rebusan sebagai karminatif dan
sebagai infus kolik. Dalam pengobatan herbal Barat, ramuan akar jeringau ini
digunakan untuk mengatasi masalah pencernaan seperti gas, kembung, kolik dan
fungsi pencernaan yang buruk (Chandra & Prasad, 2017).

Rimpang jeringau dilaporkan memiliki menfaat sebagai penenang,
antimikroba, antidiare, antidyslipidemic, neuroprotektif, antiinflamasi dan aktivitas
analgesik. Ekstrak rimpang jeringau memiliki depresan SSP, penenang, serta dapat
menghambat aktivitas motorik spontan (Asha & Kumar, 2015). Penelitian Asha &

Kumar (2015) melaporkan bahwa pada skrining fitokimia awal dari ekstrak
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jeringau mengungkapkan adanya terpenoid, steroid, flavonoid, tannin, saponin dan
senyawa fenolik,

Berdasarkan penelitian Imam et al., (2013) melaporkan bahwa studi
fitokimia jeringau mengandung glikosida, flavonoid, saponin, tannin, senyawa
polifenol, mucilage, minyak atsiri dan bitter principle. Jeringau telah dilaporkan
mengandung glukosida, alkaloid dan minyak atsiri yang mengandung calamen,
clamenol, calameon, asarone dan sesquiterpenes. Jeringau ini juga mengandung
glikosida pahit Bernama acorine bersama dengan eugenol, pinene dan camphene.
Jeringau dengan senyawa fitokimianya mempunyai potensi sebagai anti inflamasi

(Abu Bakar et al., 2018).

2.6 Ekstraksi dengan Metode Maserasi

Ekstraksi merupakan suatu metode pemisahan suatu zat berdasarkan pada
perbedaan kelarutan dua cairan yang tidak saling larut dan berbeda, biasanya air
dan yang lainnya berupa pelarut organik. Ada beberapa metode yang dapat
digunakan dalam ekstraksi, salah satu yang paling umum dilakukan adalah metode
maserasi. Ekstraksi merupakan salah satu metoda pemisahan zat terlarut dengan
pelarutnya berdasarkan titik didih pelarut.

Maserasi merupakan salah satu metode ekstraksi yang paling umum
dilakukan dengan cara memasukkan serbuk tanaman dan pelarut yang sesuai ke
dalam suatu wadah inert yang ditutup rapat pada suhu kamar. Namun, ada juga
keterbatasan utama dari metode maserasi ini, yaitu dapat memakan banyak waktu,
menggunakan pelarut yang cukup banyak, dan memungkinkan beberapa senyawa

dapat hilang. Selain itu, beberapa senyawa mungkin saja akan sulit diekstraksi pada



19

suhu kamar. Namun di sisi lain, metode maserasi dapat juga menghindari resiko
rusaknya senyawa-senyawa dalam tanaman yang bersifat termolabil (Tetti, 2014).

Maserasi merupakan cara ekstraksi yang paling sederhana. Bahan simpilisia
yang digunakan dihaluskan berupa serbuk kasar, dilarutkan dengan bahan
pengekstraksi, biasanya berupa etanol. Proses ekstraksi lainnya dilakukan dengan
cara pemanasan, refluks yaitu ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik
didihnya, selama waktu tertentu dengan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan
dan adanya pendingin balik. Ekstraksi dapat berlangsung dengan efisien dan
senyawa dalam sampel secara lebih efektif dapat ditarik oleh pelarut.

2.7 Nanopartikel

Nanopartikel umumnya didefinisikan sebagai partikel materi yang
berukuran 1 hingga 100 nm (Patil et al., 2021). Namun pada beberapa sumber,
batasan ukuran 100 nm ini sulit dicapai dalam sistem nanopartikel yang akan
digunakan sebagai sistem penghantaran obat. Nanopratikel obat secara umum harus
terkandung obat dengan jumlah yang cukup di dalam matriks pada tiap butir
partikel, sehingga memerlukan ukuran yang relatif lebih besar dibanding
nanopartikel non-farmasetik. Meskipun demikian, secara umum tetap disepakati
bahwa nanopartikel merupakan partikel yang memiliki ukuran di bawah 1 mikron
(Martien dkk., 2012).

Tujuan dari nanopartikel yaitu untuk mengatasi kelarutan zat aktif yang
sukar larut, memperbaiki bioavailabilitas yang buruk, memodifikasi sistem
penghantaran obat sehingga obat dapat langsung menuju daerah yang spesifik,
meningkatkan stabilitas zat aktif dari degradasi lingkungan (penguraian enzimatis,

oksidasi, hidrolisis), memperbaiki absorbs suatu senyawa makromolekul dan
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mengurangi efek iritasi zat aktif pada saluran cerna (Abdassah, 2009). Tujuan lain
dari penggunaan nanopartikel yaitu sebagai detector, katalis, zat pelapis

permukaan, serta antibakteri (Hutauruk & Wulan, 2017).

Nanopartikel memiliki beberapa kelebihan diantaranya adalah kemampuan
untuk menembus ruang-ruang antar sel yang dapat ditembus oleh partikel koloidal.
Selain itu, nanopartikel fleksibel untuk dikombinasikan dengan berbagai teknologi
lain. Kemampuan ini membuka potensi luas untuk dikembangkan pada berbagai
keperluan dan target. Kelebihan lain dari nanopartikel adalah adanya peningkatan
afinitas dari sistem karena peningkatan luas permukaan kontak pada jumlah yang

sama (Abdassah, 2009).

5 oj_:;«.;-SJJ JLu JEERRE

Artinya: “Siapa yang mengerjakan kebaikan seberat dzarrah, dia akan melihat

(balasan)-nya.” (Q.S Al-Zalzalah [30]: 7)

Kata o)A dalam ayat tersebut memiliki makna sesuatu yang berukuran kecil,

yang mana dapat diketahui bahwa sesuatu yang kecil juga memiliki efek yang baik.
Seperti pada penggunaan teknologi nanopartikel yang mengubah ukuran suatu

partikel menjadi sangat kecil sehingga dapat berpengaruh secara optimal.

2.7.1 Metode Pembuatan Nanopartikel
Sintesis nanopartikel terbagi ke dalam dua Kklasifikasi besar, yaitu secara
top-down dan bottom-up

a. Top down
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Pembuatan secara top-down dimulai dengan partikel berukuran besar yang
dipecah menjadi partikel berukuran nano setelah dilakukan perlakuan yang sesuai.
Kekurangan dari metode pembuatan ini yaitu adanya keterlibatan instalasi besar
serta modal yang banyak dalam persiapannya. Metode ini juga cukup mahal dan
tidak cocok untuk produksi skala besar. Namun, metode ini cocok digunakan untuk
eksperimen laboratorium. Metode pembuatan ini didasarkan pada pemecahan
bahan. Metode ini tidak sesuai untuk sampel yang bersifat lunak (Patil et al, 2021).

Representasi dari metode ini ditunjukkan dalam gambar 4.

Gambar 2.4 Metode Pembuatan Top-down (Patil et al, 2021)
b. Bottom up

Proses pembuatan bottom-up berupa pembentukan nanostruktur atom demi
atom atau molekul demi molekul. Pada pendekatan bottom-up, obat dilarutkan
dalam pelarut organik dan kemudian diendapkan pada penambahan antisolvent
dalam adanya stabilizer (Abdassah, 2009). Banyak dari teknik ini masih dalam

proses pengembangan atau baru mulai digunakan untuk produksi nanopartikel
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secara komersial (Patil et al, 2021). Representasi metode ini ditunjukkan dalam

gambar 2.

> =

L

Gambar 2.5 Metode Pembuatan Bottom-up (Patil et al, 2021).

Selain itu, terdapat pula dua metode dengan pembuatan nanopartikel sistem polimer
yang umum digunakan, yaitu metode polimerasi monomer sintesis dan dispersi
polimer (Abdassah, 2009).
1. Polimerasi Monomer Sintesis

Nanopartikel didapatkan dengan cara menginduksi reaksi polimerisasi dari
monomer agar terbentuk polimer sebagai suatu pembawa. Langkah-langkah
pembuatannya yaitu dimulai dengan mendispersikan suatu monomer yang tidak
larut air ke dalam fase pendispersi air, lalu diinduksi serta diberi pengendali reaski
berupa inisiator kimia, stabilizer dan variasi pH (Abdassah, 2009).

2. Dispersi Polimer



23

Pembuatan nanopartikel dispersi polimer memiliki prinsip presipitasi.
Dispersi polimer dibuat dengan pembentukan emulsi dari fase organik yang terlarut
polimer di dalamnya dengan fase air, kemudian untuk membentuk partikel maka
fase organik harus dihilangkan (Abdassah, 2009). Terdapat beberapa jenis metode
dispersi polimer:

a. Metode penguapan pelarut

Polimer dilarutkan dalam pelarut organic seperti etil asetat yang digunakan
sebagai pelarut dalam melarutkan obat yang bersifat hidrofob. Campuran polimer
dan larutan obat lalu diemulsifikasi dalam larutan yang mengandung surfaktan dan
menjadi bentuk emulsi minyak dalam air (o/w). Setelah terbentuk emulsi yang
stabil, pelarut organik kemudian diuapkan dengan ditekan atau diputar secara terus
menerus menggunakan pengaduk magnetik. Ukuran partikel dipengaruhi oleh tipe
dan konsentrasi penstabil yang digunakan, kecepatan homogenizer, dan konsentrasi
polimer (Abdassah, 2009).

b. Emulsifikasi spontan

Emulsifikasi spontan adalah metode modifikasi dari penguapan pelarut.
Dalam metode ini pelarut yang larut dalam air bersama dengan sejumlah kecil
pelarut organik yang tidak larut air, digunakan sebagai fase minyak. Karena difusi
spontan dari pelarut menyebabkan turbulensi antarmuka antara dua fase yang
membentuk partikel kecil. Semakin banyak konsentrasi air yang larut dalam
pelarut, ukuran dari partikel yang dihasilkan akan semakin kecil (Abdassah, 2009).
c. Gelasi ionik

Metode gelasi ionik melibatkan proses sambung silang antara polielektrolit

dengan adanya pasangan ion multivalennya. Gelasi ionik diikuti dengan
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kompleksasi polielektrolit dengan polielektrolit yang berlawanan. Pembentukan
ikatan sambung silang ini akan memperkuat kekuatan mekanis dari partikel yang
terbentuk. Kitosan yang merupakan polimer kationik dapat bereaksi dengan anion
multivalen seperti tripolifosfat. Pembentukan mikropartikel dengan metode gelasi
ionik dapat dilakukan dengan pengerasan tetesan cair yang didispersikan pada fase
minyak atau organik. Prosedur meliputi pencampuran dua fase cair, fase yang satu
mengandung kitosan dan fase yang satu mengandung anion multivalen (Abdassah,
2009).
d. Spray drying

Polimer dilarutkan dalam pelarut organik, obat didispersikan ke dalamnya,
kemudian dimasukkan ke dalam alat spray dry. Sampel menjalani proses
penyemprotan melalui aliran udara panas tersebut, pelarut akan menguap sehingga

menyisakan partikel padat berukuran nanometer (Abdassah, 2009).

2.8 Hewan Coba Mencit (Mus musculus)

Mencit termasuk dalam genus Mus, sub famili murinae, famili muridae,
order rodentia. Mencit yang sudah dipelihara di laboratorium sebenarnya masih satu
famili dengan mencit liar. Sedangkan mencit yang paling sering dipakai untuk
penelitian biomedis adalah Mus musculus. Berbeda dengan hewan-hewan lainnya,
mencit tidak memiliki kelenjar keringat. Pada umur empat minggu berat badannya
mencapai 18-20 gram. Jantung terdiri dari empat ruang dengan dinding atrium yang
tipis dan dinding ventrikel yang lebih tebal. Hewan ini memiliki karakter lebih aktif
pada malam hari daripada siang hari. Diantara spesies-spesies hewan lainnya,
mencit yang paling banyak digunakan untuk tujuan penelitian medis (60-80%)

karena murah dan mudah berkembang biak (Kusumawati, 2004).
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Allah SWT menciptakan hewan berbagai macam bentuknya dengan tujuan
untuk kemaslahatan manusia. Salah satunya yaitu mencit yang Allah ciptakan

berjalan menggunakan 4 kaki, sebagaimana dalam QS.An-Nuur [18] : 45

o @ o/‘
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Artinya: “Dan Allah Telah menciptakan semua jenis hewan dari air, Maka
sebagian dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan
dengan dua kaki sedang sebagian (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah
menciptakan apa yang dikehendaki-Nya,Sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas
segala sesuatu” (QS. an-Nuur [18] :45).

Makna dari penggalan surat tersebut menurut tafsir An- Nur adalah Allah
SWT telah menjadikan segala binatang yang melata di muka bumi, diantaranya ada
yang bergerak dengan perut, ada yang berjalan menggunakan kaki seperti burung
dan manusia. Dan ada pula yang berjalan menggunakan empat kaki seperti singa,
unta, dan sebagainya. Allah menjadikan apa yang dikehendaki dan Allah berkuasa

atas segala sesuatu (Ash-Shiddieqy, 2000).

Lafadz 3.5 diatas menggambarkan tentang ketetapan dari keanekaragaman

cara hewan berjalan. Ada yang berjalan dengan perutnya, ada yang berjalan dengan
kaki. Dan diantara hewan yang berjalan diatas kakinya tersebut, ada yang berkaki
dua seperti burung dan manusia, ada pula yang berkaki empat. Dari perbedaan yang
dimiliki setiap hewan ada beberapa kesamaan dari segi biologis dimana struktur
organ reproduksi mencit menyerupai manusia, sehingga mencit dapat digunakan

sebagai model hewan eksperimental (Shihab, 2002).
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Mencit dipilih menjadi objek eksperimental sebagai bentuk relevansinya
pada manusia. Walaupun mencit mempunyai struktur fisik dan anatomi yang jelas
berbeda dengan manusia, tetapi mencit adalah hewan mamalia yang mempunyai
beberapa ciri fisiologi dan biokomia yang hampir menyerupai manusia terutama
dalam aspek metabolisme glukosa melalui perantaraan hormon insulin. Disamping

itu, mempunyai jarak gestasi yang pendek untuk berkembang biak (Syahrin, 2006).

Gambar 2.6 Hewan Coba Mencit (Kusumawati, 2004).

2.9 Cisplatin

Kondisi infertil yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan induksi
cisplatin, kandungan cisplatin merupakan molekul anorganik netral dengan berat
molekul 301,1g/mol, kerapatan 3,74 g / cm3 dan titik lebur 270°C, dengan rumus
molekul PtCI2H6N2. Cisplatin merupakan kompleks logam berat yang
mengandung atom pusat platinum yang dikelilingi oleh dua atom klorida dan dua
molekul ammonia dalam posisi cis. Hal ini larut dalam air atau garam pada 1
mg/mL dan dimetil formamida pada 24 mg/mL (Bristol-Company, 2010).

Cisplatin telah dinyatakan sebagai agen perantara gonadotoksik. Selain itu,
telah dibuktikan bahwa infertilitas terkait cisplatin disebabkan oleh efek toksik pada

folikel primordial. Hal ini dikarenakan folikel primordial tidak dapat beregenerasi,
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kerusakan yang disebabkan oleh paparan zat beracun dapat menyebabkan
insufisiensi ovaraium dan infertilitas (Altuner et al,. 2013).

Mekanisme kerja toksisitas cisplatin pada ovarium belum dijelaskan secara
menyeluruh. Namun, diduga peningkatan produksi radikal oksigen bebas (free
oxygen radicals) dan penurunan produksi antioksidan berdampak pada terjadinya
toksisitas cisplatin. Telah diklaim bahwa kerusakan organ yang berhubungan
dengan radikal bebas terjadi sebagai akibat dari mekanisme pertahanan antioksidan
yang terganggu. Selain itu, dilaporkan bahwa toksisitas yang disebabkan oleh
cisplatin pada jaringan berhubungan erat dengan peningkatan peroksidadi lipid
(Altuner et al., 2013).

Cisplatin biasanya diberikan secara intravena, dan darah mengangkut
komplekske seluruh tubuh. Dalam aliran darah, cisplatin dipertahankan dalam
keadaan netral dengan konsentrasi ion klorida yang relatif tinggi (=100 mM).
Cisplatin terikat kuat dengan protein plasma, seperti aloumin dan transferin, yang
menyebabkan inaktivasi sejumlah besar obat. Beberapa penelitian juga
mengemukakan bahwa pengikatan cisplatin-albumin memiliki aktivitas antitumor.
Difusi pasif melintasi membran plasma diduga sebagai proses pengangkutan obat
ke dalam sel (Petrovic,2016).

Banyak target potensial dalam sel yang reaktif dengan platinum. Cisplatin
dapat mengikat fosfolipid, dan membentuk kompleks koordinasi dengan
phosphatidylserine, yang berada pada membran sel. Cisplatin juga dapat mengikat
DNA, RNA, protein, serta peptida dalam sitosol dan nukleus. Cisplatin berikatan
dengan pusat reaktif atom nitrogen N7 pada adenin dan guanin yang membentuk

ikatan silang sehingga menjadikan distorsi DNA (Petrovic, 2016), dan
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menyebabkan kerusakan DNA pada sel kanker, mencegah pembelahan sel serta
mengakibatkan kematian sel secara apoptosis (Dasari, 2014).

Efek samping dari terapi platinum pada cisplatin termasuk efek sitotoksik
umum, seperti mual dan muntah, penurunan produksi sel darah dan trombosit di
sumsum tulang (myelosuppresion) dan penurunan respons terhadap infeksi
(penekanan kekebalan). Efek samping yang lebih spesifik termasuk kerusakan
ginjal (nefrotoksisitas), kerusakan neuron (neurotoksisitas) dan gangguan
pendengaran (Florea, 2011). Efek ini biasanya muncul hari ke-10 hingga ke-20,
tetapi kerusakan ini bersifat reversible. Efek samping lain adalah ototoksisitas yang
ditandai dengan ketidakmampuan mendengar suara dengan frekuensi tinggi. Efek
pada gastrointestinal seperti mutah dan mual juga sering muncul, biasanya pada jam
pertama setelah pemberian obat dan dapat berlangsung 24-48 jam, bahkan dalam
beberapa kasus bisa terjadi tiga hingga lima hari (Barakat, 2009).

Paparan terhadap stres oksidatif dapat mengganggu fungsi biologis normal,
seperti ROS yang dapat menyebabkan kematian sel. Pembentukan ROS bergantung
pada konsentrasi obat yang diberikan dan durasi pemaparan. ROS mungkin bersifat
karsinogenik, namun juga bermanfaat untuk mengobati kanker. Konsentrasi logam
yang melebihi tingkat fisiologis bersifat toksik, yang mengarah pada pembentukan
radikal bebas (Florea, 2011). Penelitian oleh Altuner (2013), menyatakan bahwa
paparan stres oksidatif oleh efek samping cisplatin menyebabkan terjadinya

toksisitas pada ovarium dan menimbulkan gangguan fertilitas.

2.10 Anatomi dan Histologi Vagina
Vagina merupakan bagian dari sistem reproduksi berupa saluran panjang

dan berfungsi sebagai tempat penumpahan semen dari individu jantan, serta
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pengeluaran lendir atau darah menstruasi. Vagina terbagi atas duabagian, yaitu
bagian luar (vertibulum) dan bagian dalam dari muara uterus sampai serviks (vagina
posterior). Dinding vagina tersusun atas mukosa, muskularis, dan serosa. Lapisan
mukosa terdiri dari sel-sel epitel squamosal. Perubahan pada mukosa menunjukkan
berbagai kondisi yang secara fungsional bergantung pada fase dari siklus birahi
hewan tersebut. Betina dengan siklus reproduksi normal akan mengalami
perubahan teratur pada sel epitel pembatas vagina. Perubahan tersebut disebabkan
sekresi hormon oleh ovarium (Akbar, 2010).

Vagina pada rodentia (tikus atau mencit) berbentuk pendek dan berotot,
memanjang dari korpus uterus sampai bagian dorsal bukaan eksternal ke uretra.
Vagina secara bebas terhubung ke rektum bagian dorsal dan uretra di bagian perut

(Rendi et al., 2012).
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Gambar 2.7 Anatomi Saluran Reproduksi (A) Saluran reproduksi tikus.
(B) Saluran reproduksi tikus ex vivo (Rendi et al., 2012).

Ovarium berpasangan (panah) terletak di ujung ekor ginjal (K) yang
tertanam dalam bantalan lemak ovarium uterus yang berpasangan bertemu di

fundus. Perhatikan bahwa kandung kemih (panah) ada di permukaan ventral saluran
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vagina. Pada gambar B menunjukkan ovarium berpasangan dan tuba falopi, rahim
dupleks, kubah vagina, dan lubang vagina eksternal. Melanosis fundus uterus dapat
dilihat pada galur tikus yang berpigmen (Rendi et al., 2012).

Dinding vagina tersusun oleh mukosa yang terdiri atas epitel gepeng
berlapis tanpa lapisan tanduk dan memiliki lipatan mendatar (rugae). Di dasar epitel
terdapat jaringan ikat padat yang disebut lamina propria, mengandung banyak serat
elastin, limfosit, leukosit polimorfonuklir, serta nodulus limfatikus. Membran
basalis memisahkan antara jaringan epitel vagina dengan stroma. Pada bagian atas
membran basalis terdapat lapisan sel-sel basal yang akan berdiferensiasi menjadi 5-
6 lapis sel parabasal. Lapisan sel intermediet terdiri dari sel-sel besar, masing-
masing memiliki inti yang beretikulasi dan terdapat vakuola glikogen dalam
sitoplasma (Nalley, 2011).

Secara keseluruhan lapisan epitel vagina terdiri atas satu lapis sel basal
kubus, beberapa lapis sel parabasal, dan beberapa lapis sel intermediet tipis (epitel
gepeng berlapis). Usia dan kadar hormon estrogen merupakan faktor yang
mempengaruhi tingkat ketebalan lapisan epitel vagina, maturasi sel epitel, serta
kandungan glikogen (Amran, 2010).

Sel intermediet terutama ditemukan selama fase luteal akhir dan folikuler
awal siklus menstruasi, sedangkan sel superfisial banyak ditemukan saat ovulasi
karena pengaruh tinginya kadar estrogen (Junqueria dan Carnero, 1982). Sel
superfisial dapat mengalami “kornifikasi” karena adanya kandungan keratin.
Selama masa reproduksi, proses diferensiasi sel-sel basal dan pengelupasan sel

superfisial ke dalam lumen vagina berlangsung secara konstan (Nalley, 2011).
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Gambar 2.8 Histologi epitel vagina pada mencit normal (E) Epitel, (L)
Lamina Propia, (M) Tunika Muskularis (Mescher, 2011).

Peluruhan biasa terjadi pada epitel vagina, hal tersebut dikenal dengan
siklus estrus. Pada fase proestrus, lubang vagina tampak penuh, bengkak dan
lembab. Jaringannya berwarna merah muda, dengan lurik di bibir dorsal dan ventral
vulva. Pada fase estrus, vagina tampak mirip dengan proestrus, tetapi warnanya
tidak terlalu merah muda, tidak terlalu bengkak, dan tidak terlalu lembab dengan
lurik yang lebih menonjol. Pada fase metestrus, bukaan vagina pucat dan kering
dengan serpihan sel putih. Pada fase diestrus lubang vagina yang sangat basah, yang
terkadang terlalu kecil dan tertutup pada beberapa tikus tanpa pembengkakan

jaringan (Ajayi & Akhigbe, 2020).
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Gambar 2.9 Morfologi vagina mencit pada siklus estrus, (a) Fase
proestrus, (b) Fase estrus, (c) Fase metestrus, (d) Fase diestrus (Ajayi &
Akhigbe, 2020).

2.11Siklus Estrus

Siklus estrus yang terjadi pada hewan nonprimata identik dengan siklus
menstruasi yang terjadi pada hewan primata. Siklus ini berhubungan dengan
perkembangan folikel telur dan endometrium uterus. Siklus estrus dikendalikan
oleh hormon-hormon reproduksi yang dihasilkan oleh hipotalamus, hipofisis dan
ovarium. Siklus estrus memiliki empat fase yaitu: diestrus, proestrus, estrus dan
metestrus (Huda dkk, 2017).

Terdapat tiga fase siklus menstruasi pada manusia; fase menstruasi,
proliferatif (folikular), dan sekretori (luteal). Siklus ini dimulai saat pubertas. Rata-
rata, itu berlangsung sekitar 28 hari dari awal satu periode menstruasi hingga awal
periode berikutnya. Pada pertengahan siklus, antara fase proliferatif dan sekretori,

merupakan fase ovulasi dimana ovulasi terjadi setelah lonjakan LH. Fase
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proliferatif biasa dikaitkan dengan kadar estrogen yang tinggi sedangkan fase
sekretori dikaitkan dengan kadar progesteron yang tinggi (Ajayi & Akhigbe, 2020).

Fase proestrus sesuai dengan tahap folikel manusia, yang dikaitkan dengan
peningkatan konsentrasi estradiol yang bersikulasi dan sedikit lonjakan prolaktin,
hal ini menyebabkan peningkatan pelepasan LH dan Follicle Stimulating Hormone
(FSH). Puncak konsentrasi FSH dengan penurunan cepat terkait kadar estradiol
berkolerasi dengan fase ovulasi dan estrus. Metestrus dan diestrus masing-masing
homolog dengan tahap sekresi awal dan akhir manusia dari siklus reproduksi,
dengan tingkat progesteron yang tinggi. Siklus estrus biasa terjadi selama 4 hingga

5 hari (Tabel 1) (Ajayi & Akhigbe, 2020).

Tabel 2.1. Panjang siklus estrus (Ajayi & Akhigbe, 2020).

Fase Estrus Panjang siklus (jam)
Proestrus <24

Estrus 12-48

Metestrus 8-24

Diestrus 48-72

2.11.1 Fase proestrus

Fase proestrus adalah fase dimana hormon esterogen mengalami
peningkatan dalam darah seiring dengan perkembangan folikel primer menjadi
folikel de Graff yang distimulasi oleh hormon FSH (Folicle Stimulating Hormone)
(Mardika et al., 2018). Fase proestrus didominasi sel-sel epitel berinti yang
berbentuk oval dan memiliki inti yang jelas berada di tengah (Simatauw & Unitly,

2019).
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A Proestrus.<-._

L

Gambar 2.10 Gambaran apusan vagina pada fase proestrus (Dodds et al.,

2015).

2.11.2 Fase estrus

Fase estrus merupakan puncak dari peningkatan hormon esterogen dalam
darah, tingginya kadar esterogen dalam darah menyebabkan sekresi hormon FSH
menjadi rendah, sedangkan hormon LH (Luteinizing Hormone) mulai meningkat
untuk merangsang pematangan sel telur (Mardika dkk, 2018). Fase estrus
didominasi sel kornifikasi (sel tanduk) yang muncul secara tunggal atau

bertumpuk (berlapis-lapis) (Simatauw & Unitly, 2019).

i

Gambar 2.11 Gambaran preparat apusan vagina pada fase estrus
(Dodds et al., 2015).
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2.11.3 Fase metestrus

Metestrus merupakan periode singkat yang ditandai dengan penurunan
fungsi korpus luteum tanpa pembuahan ketika aktivitas organ reproduksi secara
bertahap mereda. Fase metestrus akan terlihat dengan adanya sel epitel berinti, sel
kornifikasi dan leukosit yang secara kualitatif mendominasi hampir sama banyak

(Simatauw & Unitly, 2019).

Gambar 2.12 Gambaran preparat apusan vagina pada fase metestrus
(Dodds et al., 2015).

2.11.4 Fase diestrus
Diestrus merupakan periode istirahat singkat selama musim berkembang
biak. Fase diestrus didominasi oleh leukosit dan akan terdapat sel epitel berinti

dalam jumlah yang sedikit (Simatauw & Unitly, 2019).

. : 00 -
Gambar 2.13 Gambaran preparat apusan vagina pada fase diestrus
(Dodds et al., 2015).
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2.11.5 Apusan vagina

Metode apusan vagina banyak digunakan secara luas untuk mengamati
sitologi vagina, terutama pada fase siklus estrus. Metode ini non-invasif dan relative
murah. Meskipun metode ini membutuhkan keterampilan untuk pemeriksaan
mikroskopis sel-sel sekresi vagina, metode ini akurat dan dapat diandalkan (Sahoo
et al. 2014).

Metode apusan vagina yang digunakan adalah metode oles dengan
menggunakan cotton bud. Cotton bud dicelupkan ke dalam NaCl 0,9%, kemudian
ujungnya diputar perlahan-lahan. Ujung cotton bud kemudian dioleskan pada object
glass yang telah ditetesi larutan NaCl 0,9% lalu dibuat apusan tipis dan merata.
Selanjutnya preparate difiksasi menggunakan alcohol 70% selama 5 menit, setelah
ditetesi dengan pewarna Giemsa 1% dan dibiarkan selama dua menit agar apusan
vagina dapat terwarnai. Preparat selanjutnya dicuci dengan aqudes yang mengalir
dan dikeringanginkan. Setelah kering, preparate diamati di bawah mikroskop stereo
dengan perbesaran 400x (Sulastri dkk, 2014).

Sekresi vagina terdiri dari tiga jenis sel, yaitu leukosit, sel epitel kornifikasi
dan sel epitel berinti. Perkiraan siklus estrus didasarkan pada proporsi sel-sel
tersebut dalam sekresi vagina (Auta & Hasan, 2016).

Fase proestrus memiliki banyak sel berinti bulat yang seragam dalam
ukuran dan penampilan. Sel tersebut dapat muncul individu atau dalam kelompok.
Ada pula beberapa sel epitel kornifikasi yang tidak berinti. Terkadang juga ada
beberapa sel darah putih pada Wanita di awal proestrus. Fase estrus menunjukkan

banyak sel epitel kornifikasi enukleasi. Sitoplasma granular, dan sel-selnya
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berbentuk tidak beraturan. Terkadang juga terlihat banyak bakteri dan beberapa sel
epitel berinti (Ajayi & Akhigbe, 2020).

Sejumlah besar leukosit dan sejumlah kecil sel epitel kornifikasi besar,
nongranular, dan tidak berinti akan terlihat pada fase metestrus. Pembentukan
korpus luteum yang gagal untuk sepenuhnya luteinisasi karena kurangnya
progesterone dan mengakibatkan pengelupasan lapisan rahim menyebabkan sel
epitel kornifikasi dan leukosit polimorfonuklear hadir dalam apusan vagina.
Beberapa sel epitel berinti juga dapat hadir pada fase metestrus akhir. Pada fase
diestrus terlihat leukosit polimorfonuklear yang dominan serta beberapa sel epitel
berinti dan kornifikasi. Leukosit tetap menjadi tipe sel yang dominan setelah

menghilangkan puing-puing seluler (Ajayi & Akhigbe, 2020).

2.12 Mekanisme Kerja Hormonal Terhadap Siklus Reproduksi

Siklus estrus mewakili pola siklus aktivitas ovarium yang memfasilitasi
hewan betina untuk beralih dari periode reseptivitas reproduksi ke nonreseptivitas
yang pada akhirnya memungkinkan adanya pembentukan kebuntingan setelah
kawin. Durasi normal siklus estrus pada sapi adalah 18-24 hari. Siklus terdiri dari
dua fase diskrit: fase luteal (14-18 hari; metestrus dan diestrus) dan fase folikular
(4-6 hari; proestrus dan estrus). Fase luteal adalah periode setelah ovulasi ketika
korpus luteum terbentuk, sedangkan fase folikuler adalah periode setelah kematian
korpus luteum (luteolisis) hingga ovulasi. Selama fase folikuler, pematangan akhir
dan ovulasi dari folikel ovulasi terjadi yang mana mengarah pada pelepasan oosit
(gamet betina) ke dalam saluran telur yang memungkinkan potensi pembuahan

(Crowe, 2016).
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Siklus estrus pada sapi diatur oleh hormon hipotalamus (gonadotrophin-
releasing hormone; GnRH), hipofisis anterior (follicle-stimulating hormone; FSH
dan hormon luteinizing; LH), ovarium (progesteron; P4, estradiol; E2, dan inhibin),
dan uterus (prostaglandin F»,; PGF; Gambar 1). Hormon-hormon ini berfungsi
melalui sistem umpan balik positif dan negatif untuk mengatur siklus estrus. GnRH
adalah dekapeptida yang pertama kali diisolasi dari hipotalamus babi. Kontrolnya
terhadap siklus estrus dimediasi melalui aksinya pada hipofisis anterior yang
mengatur sekresi gonadotrof, LH, dan FSH (Crowe, 2016).

Sekresi pulsatil GnRH basal dari pusat tonik hipotalamus dan lonjakan
GnRH praovulasi dari pusat lonjakan hipotalamus mencegah desensitisasi reseptor
GnRH pada sel gonadotrof hipofisis anterior. Setelah transportasi GnRH dari
hipotalamus ke kelenjar hipofisis melalui sistem darah portal hipofisis, GhRH
berikatan dengan reseptor G-protein-coupled pada permukaan sel sel gonadotrof.
Pengikatan ini melepaskan kalsium intraseluler yang mengaktifkan perantara dalam
jalur pensinyalan protein kinase yang diaktifkan-mitogen yang berpuncak pada
pelepasan FSH dan LH dari kompartemen penyimpanan di sitoplasma. FSH hanya
disimpan dalam granula sekretori di sitoplasma untuk waktu yang singkat,
sedangkan LH disimpan untuk waktu yang lebih lama selama siklus estrus (Crowe,
2016).

Selama fase folikuler dari siklus estrus, ada lingkungan hormonal
progesteron basal karena regresi CL. Peningkatan konsentrasi E2, yang berasal dari
proliferasi cepat folikel dominan praovulasi (DF), bersamaan dengan penurunan

konsentrasi ~ sirkulasi  progesteron, menginduksi lonjakan GnRH dan



39

memungkinkan tampilan perilaku estrus selama sapi betina reseptif seksual dan
akan siap untuk dipasangkan (Crowe, 2016).

Lonjakan GnRH praovulasi ini menginduksi lonjakan LH dan FSH secara
kebetulan. Hanya ketika konsentrasi serum progesteron basal dan denyut LH terjadi
setiap 40-70 menit selama 2-3 hari barulah DF berovulasi. Ovulasi terjadi 10-14
jam setelah estrus dan diikuti oleh fase luteal dari siklus estrus. Awal fase luteal
juga dikenal sebagai metestrus dan biasanya berlangsung 3-4 hari. Hal ini ditandai
dengan pembentukan CL dari folikel ovulasi yang mati (corpus hemorragicum)
(Crowe, 2016).

Setelah ovulasi, konsentrasi progesteron mulai meningkat karena
pembentukan CL di mana sel granulosa dan teka dari DF yang berovulasi
mengalami luteinisasi dan menghasilkan progesteron dalam kesiapan untuk
pembentukan dan pemeliharaan kehamilan dan/atau dimulainya kembali siklus
estrus. Selama fase diestrus, konsentrasi progesteron tetap meningkat dan
gelombang berulang perkembangan folikel terus diprakarsai oleh pelepasan FSH
dari hipofisis anterior. Namun, DF yang tumbuh selama fase luteal dari siklus estrus
tidak berovulasi (Crowe, 2016).

Fase luteal dominan progesteron dari siklus estrus, melalui umpan balik
negatif, hanya memungkinkan sekresi gelombang LH dengan amplitudo yang lebih
besar tetapi frekuensi yang lebih rendah yang tidak memadai untuk ovulasi DF.
Akhirnya, selama periode proestrus, konsentrasi progesteron menurun saat CL

mengalami regresi sebagai respons terhadap sekresi PGF dari uterus (Crowe, 2016).
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Gambar 2.14 Diagram skematik mekanisme umpan balik endokrin dari
sumbu hipotalamus-hipofisis-ovarium-rahim yang mengatur siklus estrus
(Crowe, 2016).

2.13 Infertilitas

Infertilitas di definisikan sebagai setidakmampuan untuk mencapai
kehamilan setelah satu tahun melakukan hubungan tanpa adanya proteksi (Fritz &
Speroff, 2012). Kondisi ini dialami oleh 10-12% pasangan diseluruh dunia
(Maroufizadeh et al., 2018), namun presentasenya akan lebih tinggi (sekitar 31,1%)
pada negara berpenghasilan rendah-menengah (Polis et al., 2017). Infertilitas dapat
disebabkan oleh beberaoa faktor, mulai dari faktor penentu perempuan dan laki-laki
yang terkait secara terpisah hingga kombinasi faktor; terkadang, kondisi tersebut

dipicu tanpa sebab yang jelas (Melodie & Christine, 2018).
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Data yang didapat oleh World Health Organization (WHO) di tahun 2020
menunjukkan bahwa 15% pasangan dengan usia reproduktif di seluruh dunia
mengalami infertilitas. Dalam perkiraannya WHO melaporkan bahwa sekitar 48
juta pasangan dan 186 juta individu di dunia hidup dengan infertilitas (WHO,
2020).

Infertilitas dapat disebabkan oleh beberapa faktor. Faktor-faktor yang dapat
menyebabkan infertilitas pada wanita diantaranya adalah adanya gangguan pada
tuba fallopi, uterus, serviks dan vagina. Sedangkan pada pria, faktor-faktor yang
dapat menyebabkan infertilitas antara lain varikokel, kelainan bentuk, serta jumlah
maupun motilitas sperma. Selain itu, ada pula infertilitas yang tidak dapat

dijelaskan penyebabnya (Dewi dkk, 2022).



BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian tentang pengaruh nanopartikel bawang putih (Allium sativum),
temu mangga (Curcuma mangga) dan jeringau (Acorus calamus) terhadap fase-fase
didalam siklus estrus mencit (Mus musculus) merupakan jenis penelitian
eksperimental menggunakan (RAL) rancangan acak lengkap terdiri dari lima
perlakuan dengan enam ulangan. Penentuan jumlah pengulangan dan sampel

mencit pada penelitian ini menggunakan rumus perhitungan sebagai berikut:
[ t(r-1)>15 ]

t = Treatment (jumlah perlakuan)

Keterangan:

r = Replication (jumlah pengulangan)

15 = Derajat kebebasan umum

Penelitian ini digunakan sebanyak 5 perlakuan, maka untuk menghitung

jumlah pengulangan dalam penelitian ini sebagai berikut:
(t-1) (r-1)>15

4(r-1)> 15

4r-4> 15

4r>15+4

41
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4r>19
r>19/4
r>4,75=15 - r (replication/jumlah pengulangan) = 5

Hasil perhitungan di atas diperoleh bahwa banyaknya pengulangan pada
penelitian yaitu minimal 5 kali ulangan untuk tiap perlakuan pada penelitian.
Berdasarkan perhitungan di atas pengulangan yang digunakan adalah sebanyak 6

kali ulangan, sehingga total mencit yang digunakan adalah sebanyak 30 ekor.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Desember 2022- Mei 2023 , yang
diawali dengan pembuatan ekstrak bawang putih (Allium sativum), temu manga
(Curcuma mangga), dan jeringau (Acorus calamus) yang dilakukan di
Laboratorium Kimia, Program Studi Kimia, Universitas Islam Negeri Malang,
pembuatan nanopartikel dilakukan di Laboratorium Kimia Universitas Ma Chung,
dan pengamatan terhadap hasil apusan vagina bertempat di Laboratorium Fisiologi
Hewan, Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam

Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan hewan betina model (Mus musculus) yang
berusia 8 minggu, dengan berat 21-25 gram. Banyak sampel yang diperlukan sekitar
30 ekor mencit dikelompokan menjadi 5 kelompok perlakuan yang terdiri atas 6

ulangan.
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3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas

Variable bebas yang digunakan adalah normal (K-), kontrol positif (K+)
(cisplatin dosis 5 ml/KgBB + kombinasi nanopartikel ekstrak dosis 0 mg/KgBB),
P1 (cisplatin dosis 5 mI/KgBB + kombinasi nanopartikel ekstrak dosis 25
mg/KgBB), P2 (cisplatin dosis 5 mlI/KgBB + kombinasi nanopartikel ekstrak dosis
50 mg/KgBB), P3 (cisplatin dosis 5 mI/KgBB) dan jamu subur kandungan 75
mg/KgBB.
3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah fase-fase dalam siklus estrus
mencit (Mus musculus) yang terdiri dari fase proestrus, estrus, metestrus, dan fase
diestrus serta lama siklus estrus mencit (Mus musculus).
3.4.3 Variabel Kontrol

Variable kontrol dalam penelitian ini yaitu menggunakan mencit (Mus
musculus) berjenis kelamin betina dengan umur + 2-3 bulan galur Balb-C, dengan
rentang berat badan + 21-25 gr, dan pemberian pakan BR 1 serta minum secara ad

libitum.

3.5 Alat dan Bahan
351 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi kandang
pemeliharaan hewan coba yang terbuat dari bak plastik dan ram kawat, tempat
makan dan minum, spuit 1 cc, alat pencekok oral (gavage) 16 G, cotton bud,
optilab, timbangan analitik, rotary evaporator, magnetic stirrer, beaker glass

50 ml dan 500 ml, Erlenmeyer 500 ml, kertas saring Whattman, gelas ukur 10
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ml, labu ukur 100 ml, sonikasi, Particle Size Analyzer (PSA), Scanning Electron
Microscope (SEM), corong gelas, pengaduk kaca, mikrotom, hotplate,
waterbath, oven, pipet tetes, spatula, tube, serta mikroskop binokuler Nikon E

100.

3.5.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain, untuk
ekstraksi dan sintesis nanopartikel diantaranya terdiri dari 100 gram simplisia
bawang putih (Allium sativum), 100 gram temu mangga (Curcuma mangga),
dan 100 gram jeringau (Acorus calamus), ethanol 70%, Natrium Tripolifosfat
(NaTPP), Tween 80, asam asetat glasial (AAG), dan kitosan. Bahan-bahan yang
digunakan untuk hewan coba yaitu cisplatin, aquades, jamu subur kandungan
(Jokotole), NaCl 0,9%, giemsa (Sigma-Aldrich), alcohol 70%, 80%, 90%,
absolut, hematoxilin (Sigma-Aldrich), eosin (Sigma-Aldrich), parafin dan

xylol.

3.6 Kegiatan Penelitian
3.6.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba mencit yang digunakan diaklimatisasi selama 1 minggu
sebelum perlakuan pada suhu kamar (20-25°C), terlebih dahulu disiapkan
tempat pemeliharaan hewan coba yang terdiri atas kandang (bak plastik) dengan
atap berupa kawat ram, tempat makan dan minum, serta sekam. Selama proses
aklimatisasi dan perlakuan, mencit diberi pakan pellet BR 1 dan minum secara

ad libitum.
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3.6.2 Penentuan Dosis Perlakuan
Penentuan dosis perlakuan mengacu pada aturan minum jamu subur
kandungan produksi PT. Ribkah Maryam Jokotole Madura™. Hasil
perhitungan adalah sebagai berikut:
Kapsul jamu subur kandungan mengandung 500 mg yang diminum 8
kapsul/hr (2 x sehari masing-masing 4 kapsul)
Dosis pada manusia =500 mg x 8
= 4.000 mg/KgBB
Faktor konversi manusia ke mencit menurut Laurence (1964) = 0,018
Dosis pada mencit dengan BB 25 gr =4.000 x 0,018
=72 mg/KgBB
=75 mg/KgBB
Sehingga didapatkan dosis pemberian jamu subur kandungan PT. Ribkah

Maryam™ Jokotole Madura sebesar 75 mg/Kg BB.

3.6.3 Pembagian Kelompok Sampel

Penelitian ini tersusun dari lima macam perlakuan. Banyak sampel yang
digunakan adalah 30 ekor mencit. Masing-masing kelompok perlakuan terdiri
dari enam ekor mencit sebagai ulangan. Kelompok perlakuan dibagi
sebagaimana berikut:
Penelitian terdiri atas 30 ekor mencit yang di kelompokan menjadi 5 macam

perlakuan dan 6 ulangan, yaitu:
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1. Kelompok kontrol — (perlakuan kontrol negative/ K-): Mencit normal diberi
aquades 15 ml/kgBB.

2. Kelompok kontrol + (perlakuan kontrol positif/ K+): Mencit yang diberi
perlakuan Cisplatin dosis 5 mL/KgBB dan diberi perlakuan nanopartikel
ekstrak A. sativum, C. manga, dan A. calamus dosis 0 mg/KgBB mencit
(diberi kitosan).

3. Kelompok 1 (perlakuanl): Mencit yang diberi perlakuan Cisplatin dosis 5
mL/KgBB dan diberi perlakuan nanopartikel ekstrak A. sativum, C. manga,
dan A. calamus dosis 25 mg/KgBB mencit.

4. Kelompok 2 (perlakuan 2): Mencit yang diberi perlakuan Cisplatin dosis 5
mL/KgBB dan diberi perlakuan nanopartikel ekstrak A. sativum, C. manga,
dan A. calamus dosis 50 mg/KgBB mencit.

5. Kelompok 3 (perlakuan 3): Mencit yang diberi perlakuan Cisplatin dan

jamu subur kandungan Jokotole™ dosis 75 mg/KgBB mencit.

3.6.4 Persiapan Hewan Coba

Persiapan hewan coba dimulai dengan aklimatisasi selama 1 minggu,
kemudian dilakukan injeksi cisplatin, selanjutnya yakni pengecekan siklus
estrus selama 10 hari, kemudian diberi kombinasi nanopartikel Allium sativum,
Curcuma manga, dan Acorus calamus kepada mencit menggunakan metode
sonde lambung. Pemberian kombinasi nanopartikel dilakukan setiap hari

selama 15 hari.
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3.6.5 Preparasi Sampel Tumbuhan

Penelitian ini menggunakan sampel simplisia Allium sativum, Curcuma
mangga, dan Acorus calamus. Ekstraksi simplisia dilakukan dengan metode
maserasi perbandingan 1:4. Komposisi nanopartikel terdiri dari 36 gr simplisia
Allium sativum, 36 gr Curcuma mangga, dan 28 gr Acorus calamus dimasukkan
ke dalam beaker glass, selanjutnya ditambahkan pelarut etanol 70% sebanyak
300 ml dalam 100 gr simplisia. Larutan tersebut diaduk dan didiamkan dalam
waktu 24 jam. Maserat disaring menggunakan kertas saring, selanjutnya ampas
hasil penyaringan pertama direndam kembali menggunakan etanol dengan
perbandingan yang sama setiap pengulangan sebanyak 3 kali penyaringan.
Pengambilan nanopartikel dilakukan dengan metode rotary vacuum evaporator
dengan digunakan suhu 50°C untuk mendapatkan ekstrak yang pekat

(Chairunnisa et al., 2019).

3.6.6 Pembuatan Nanopartikel

Pembuatan nanopartikel ekstrak mengacu pada metode penelitian PakKi
dkk (2016), dengan adanya beberapa modifikasi. Proses pembuatan
nanopartikel ekstrak dilakukan dengan menyiapkan 0,5 ml asam asetat glasial
(AAG) dalam 100 ml aguades, kemudian menambahkan 0,5 gr kitosan dan
dihomogenkan. Larutan STTP 0,1 gr ditambahkan ke dalam 20 ml aquades, dan
dihomogenizer selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm. Campuran asam
asetat glasial dengan tambahan kitosan dan larutan STTP tersebut dicampurkan

dengan kombinasi ekstrak bawang putih, temu mangga, dan jeringau 0,1 gr.
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Kemudian dihomogenizer dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit.
Menambahkan Tween 80 dengan ukuran 1 ml dan dihomogenkan menggunakan
high pressure homogenizer dengan kecepatan 10.000 rpm selama 60 menit.
Larutan tersebut selanjutnya disonikasi pada frekuensi 20 kHz dengan
amplitude 80% selama 90 menit. Hasil dari sonikasi dimasukkan dalam tube
ukuran 15 ml untuk disentrifugasi selama 30 menit dengan kecepatan 6.000
rpm. Diambil pellet hasil sentrifugasi kemudian dimasukkan ke dalam cawan
petri untuk dianginkan dalam incubator. Pellet yang telah kering, kemudian
dihaluskan dengan nitrogen cair untuk memperoleh serbuk nanopartikel.
Pemberian nanopartikel diberikan selama 15 hari atau setara dengan 3 kali

siklus estrus.

3.6.7 Penentuan Populasi dan Sampel
Penelitian ini dibutuhkan 30 ekor mencit betina yang terdiri atas 5
perlakuan dan 6 ulangan, dengan kriteria sebagai berikut: mencit betina strain

BALB/c, umur 2-3 bulan dengan berat 21-25 gram.

3.6.8 Membuat Kondisi Infertil dengan Pemberian Cisplatin

Pemberian perlakuan cisplatin untuk membuat mencit menjadi infertile
mengacu pada penelitian Yucebilgin et al (2004), yaitu dilakukan melalui
injeksi single dose secara intraperitonial dengan dosis 5 mg/Kg BB. Cisplatin
tersedia dalam bentuk larutan dengan komposisi 50 mg/50 ml. Perlakuan mencit
setelah diaklimatisasi 1 minggu kemudian disuntik cisplatin sebanyak 5 mg/Kg

BB melalui injeksi peritonial. Setelah 24 jam, dicek siklus estrusnya selama 10
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hari atau 2 kali siklus estrus untuk memastikan bahwa estrus berhenti atau

mencit dalam keadaan diestrus.

3.6.9 Pemeriksaan Siklus Estrus Melalui Apusan Vagina

Pengecekan siklus estrus, pertama membuat preparat apusan vagina,
pukul 07.00 WIB selama 15 hari. Pembuatan apusan dilakukan menggunakan
pipet yang didalamnya terdapat larutan NaCl, pipet dimasukkan secara perlahan
ke dalam vagina mencit dengan mengeluarkan larutan NaCl dan disedot
kembali hingga beberapa kali ulangan. Hasilnya diteteskan pada objek glass dan
ditunggu sampai kering. Setelah apusan kering tetesi apusan dengan larutan
ethanol 10% untuk difiksasi selama 3 menit. Setelah itu tetesi apusan dengan
giemsa selama 5 menit dan bilas dengan aquades, tunggu sampai kering.
Kemudian amati apusan menggunakan mikroskop dengan perbesaran 100x dan
400x. fase estrus dapat di tentukan dengan melihat perbandingan sel menanduk,

sel epitel berinti, dan leukosit (Assa’idah, 2018).

3.6.10 Pemberian Kombinasi Nanopartikel

Pemberian kombinasi nanopartikel Allium sativum, Curcuma mangga,
dan Acorus calamus dilakukan secara oral melalui pencekokan (sonde lambung)
menggunakan spuit 2 ml setelah berada pada fase estrus. Nanopartikel diberikan
setiap hari pada pukul 09.00 WIB selama 15 hari sesuai dosis yang telah

ditentukan.
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3.6.11 Pengamatan Lama Fase-fase dalam Siklus Estrus

Pengamatan lama siklus estrus diperoleh melalui apusan vagina yang
dilakukan 2 kali dalam sehari pada jam 07.00 WIB dan 16.00 WIB, fase estrus
ditentukan dengan mangamati sel-sel dominan pada apusan vagina, fase
proestrus didominasi oleh sel-sel epitel berinti, fase estrus didominasi oleh sel
epitel kornifikasi, fase metestrus terdiri dari +50% sel epitel kornifikasi dan
+50% leukosit, dan pada fase diestrus terdiri dari 80-100% leukosit dengan
kemungkinan keberadaan sel epitel kornifikasi (Shan et al., 2020). Pengamatan
dilakukan menggunakan mikroskop binokuler Nikon E dan bantuan optiLab
dan komputer, setelah itu ditentukan fase siklus estrus dan dihitung berapa lama

fase estrus dalam siklus estrus.

3.7 Analisis Data

Data hasil perhitungan sel dibawah mikroskop tersebut di uji normalitas
dengan uji Kolmogorov-smirnov dan uji homogenitas menggunakan uji Lavene.
Kemudian dilakukan uji one way ANOVA. Ketika ditemukan perbedaan yang
nyata dilanjutkan dengan uji lanjut menggunakan DMRT data analisis

menggunakan aplikasi SPSS.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Nanopartikel Ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga, dan
Acorus calamus Terhadap Lama Setiap Fase Selama Siklus Estrus Mencit
(Mus musculus) yang Diinduksi Cisplatin

Infertilitas dapat ditandai dengan lama masa estrus yang lebih singkat dari
seharusnya. Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, induksi cisplatin
dapat mempengaruhi fertilitas ditandai dengan lama fase estrus yang lebih singkat.
Perlakuan K+ (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak 0 mg/kgBB) memiliki
lama waktu estrus selama 10,25 jam yang lebih singkat dibandingkan dengan K-
(aguades) sebagai kontrol normal yang mengalami lama fase estrus selama 14,75
jam (Tabel 4.1). Hal ini sejalan dengan penelitian Altuner (2013) yang menyatakan
bahwa cisplatin mampu memicu terjadinya gangguan infertilitas yang disebabkan
adanya gonadotoksik pada ovarium. Gonadotoksik yang terjadi akan menyebabkan
stress oksidatif yang meningkat selama masa folikuler pada siklus estrus, ditandai
dengan meningkatnya nilai Status Total Oksidasi (TSO), Status Antioksidan Total

(TAS), dan Parameter Stress Oksidatif (OSI) (Aydilek et al., 2014).

Tabel 4.1 Hasil uji lanjut pengaruh pemberian nanopartikel pada lama fase
estrus dalam jam

Kelompok Perlakuan  Rata-rata Notasi
K- 14,75 b
K+ 10,25 a
P1 18,00 c
P2 19,83 d
P3 15,25 b
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Hasil pengamatan yang telah dilakukan pada preparat vagina yang sudah
diberi perlakuan dan diamati di mikroskop dengan perbesaran 100x dengan bantuan

optilab dan komputer menghasilkan gambar apusan vagina dibawah ini:
A B
1 7
€ D
p)
4
3

Gambar 4.2 Hasil pemeriksaan setiap fase siklus estrus (1. Sel Epitel Berinti,
2. Sel Epitel Kornifikasi, 3. Leukosit).
Keterangan: A. Fase Proestrus, B. Fase Estrus, C. Fase Metestrus, D.
Fase Diestrus. Pengamatan menggunakan mikroskop binokuler Nikon
E dan bantuan optiLab (perbedaran 100x).

Pada (Gambar 4.3) menunjukkan gambaran sel pada setiap fase yang
ditampilkan dalam bentuk mikroskopis, terlihat sel-sel berinti ditengah dan
berbentuk oval mendominasi pada fse proestrus, sedangkan adanya sel kornifikasi
atau sel bertanduk yang dominan terjadi pada fase estrus. Pada fase metestrus

terlihat adanya sel kornifikasi dan leukosit yang jumlahnya nyaris sama, sebaliknya

pada fase diestrus terlihat dominansi leukosit pada mikroskop pengamatan. Hal ini
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sesuai dengan pernyataan Simatauw & Unitly (2019) yang menyatakan bahwa fase
proestrus didominasi sel-sel epitel berinti, fase estrus didominasi sel kornifikasi (sel
tanduk), fase metestrus akan terlihat dengan adanya sel kornifikasi dan leukosit
yang secara kualitatif mendominasi hampir sama banyak, dan fase diestrus akan

didominasi oleh leukosit.

Hasil pengamatan kemudian dianalisis menggunakan software SPSS untuk
uji normalitas dan homogenitas, kemudian uji lanjut DMRT sebab hasil ANOVA
menunjukkan perbedaan. Hasil uji normalitas data lama fase dalam siklus estrus
menggunakan Kolmogorov-Smirnov (a = 0,05) diperoleh nilai pada semua fase
selama siklus estrus sebesar (0,200 > 0,05), artinya data hasil berdistribusi normal
(Lampiran 2, 3, 4, & 5). Hasil uji homogenitas (o = 0,05) data lama fase dalam
siklus estrus secara berurutan dari fase proestrus, estrus, metestrus, dan diestrus
diperoleh nilai ((0,582, 0,821, 0,988, dan 0,946) > 0,05), artinya data hasil tersebut
sudah homogen (Lampiran 2, 3, 4, & 5) dan telah memenuhi syarat untuk uji one
way ANOVA. Tahap selanjutnya adalah dilakukan uji homogenitas dengan nilai o
= 0,05 (Lampiran 2, 3, 4, & 5). Hasil uji one way ANOVA (o = 0,05) lama fase
dalam siklus estrus diperoleh hasil bahwa terdapat perbedaan antar perlakuan
dengan nilai signifikansi ((0,000 & 0,006) < 0,05). Kemudian dilakukan uji lanjut
DMRT (o = 0,05) untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar perlakuan,

sebagai berikut (Gambar 4.1).
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Lama Fase-fage pada Siklus Estrus
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Gambar 4.1 Grafik rata-rata dari pengaruh nanopartikel Allium
sativum, Curcuma mangga, dan Acorus calamus.

Hasil uji DMRT lama fase proestrus diketahui bahwa, waktu rata-rata fase
proestrus paling lama dimiliki oleh perlakuan P2 (cisplatin + nanopartikel
kombinasi ekstrak 50 mg/kgBB) dengan nilai rerata 16,25 jam, kemudian diikuti
oleh P1 (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak 25 mg/kgBB) selama 14,25
jam, P3 (cisplatin + jamu 75 mg/kgBB) selama 13,25 jam, K- (Aquades) selama
11,25 jam, dan K+ (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak 0 mg/kgBB) selama
7,16 jam. Lama fase proestrus perlakuan P2 berbeda nyata dengan perlakuan K+,
K-, P1, dan P3. Lama fase proestrus perlakuan P1 tidak berbeda nyata dengan
perlakuan P3, akan tetapi berbeda nyata dengan perlakuan K+, K-, dan P2.
Perlakuan K- memiliki perbedaan nyata dengan perlakuan lainnya, begitu pula

dengan perlakuan K+ yang juga berbeda nyata dengan perlakuan lain.

Hasil uji DMRT lama fase estrus diketahui bahwa, rata-rata waktu yang
paling lama dimiliki oleh perlakuan P2 (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak
50 mg/kgBB) selama 19,83 jam, diikuti oleh perlakuan P1 (cisplatin + nanopartikel

kombinasi ekstrak 25 mg/kgBB) selama 18,00 jam, P3 (cisplatin + jamu 75
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mg/kgBB) selama 15,25 jam, K- (aquades) selama 14,75 jam, dan K+ (cisplatin +
nanopartikel kombinasi ekstrak 0 mg/kgBB) selama 10,25 jam. Lama fase estrus
perlakuan P2 berbeda nyata dengan perlakuan K+, K-, P1, dan P3. Lama fase estrus
perlakuan P3 tidak berbeda dengan perlakuan K- namun berbeda nyata dengan
perlakuan K+, P1, dan P2. Perlakuan P1 berbeda nyata dengan perlakuan lainnya,

begitu pun perlakuan K+ yang juga berbeda nyata dengan perlakuan lainnya.

Perlakuan P2 memiliki lama fase proestrus dan fase estrus paling lama
diantara yang lain dengan panjang fase berturut-turut selama 16,25 dan 19,83 jam.
Fase proestrus yang lebih lama dapat memberikan lebih banyak waktu untuk
perkembangan folikel, yang dapat menghasilkan produksi oosit yang lebih matang
dan kemungkinan keberhasilan pembuahan yang lebih tinggi. Serta fase estrus yang
lebih lama juga dapat meningkatkan peluang keberhasilan perkawinan dan
pembuahan, karena memberikan lebih banyak peluang bagi betina untuk
menunjukkan penerimaan seksual dan bagi jantan untuk mendeteksi tanda-

tandanya (Crowe, 2016).

Kelompok perlakuan P1 dan P2 yang diberi perlakuan cisplatin dan
nanopartikel ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga, dan Acorus calamus
dengan dosis 25 dan 50 mg/KgBB terdapat adanya peningkatan waktu lama fase
proestrus dan estrus pada mencit betina. Hal tersebut disebabkan karena adanya
pengaruh dari kombinasi nanopartikel ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga,
dan Acorus calamus dimana dari ketiga bahan tersebut memiliki kandungan
antioksidan yang berfungsi sebagai senyawa yang mampu menghambat reaksi
oksidatif dari makanan atau obat-obatan tertentu, sehingga senyawa tersebut

mampu menangkal radikal bebas seperti halnya efek yang ditimbulkan terhadap
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cisplatin. Menurut Zheng & Wang (2009) antioksidan memiliki peranan yang
sangat penting bagi Kesehatan manusia karena memiliki fungsi yang dapat
menghambat dan menetralisir terjadinya reaksi oksidasi yang melibatkan radikal
bebas. Netralisir dilakukan dengan cara memberikan satu elektron sehingga
menjadi senyawa yang lebih stabil atau terjadi reaksi terminasi dan reaksi-reaksi

radikal berakhir atau stress oksidatif tidak terjadi pada sel.

Kombinasi ketiga bahan nanopartikel ekstrak dapat merangsang
pembentukan estrogen pada mamalia, yang memiliki struktur mirip yang mirip
dengan struktur fitoesterogen berikatan dengan estrogen dalam organ vagina.
Dimana diketahui bahwa fase estrus terjadi karena adanya hormon estrogen yang
semakin tinggi, sehingga sel epitel akan berubah menjadi sel kornifikasi. Selain itu
tingginya kadar estrogen juga memicu terjadinya ovulasi yang disebabkan oleh
meningkatnya konsentrasi Luteinizing Hormone (LH) dan akan terjadi ovulasi
folikel yang akan membesar serta pematangan pada ovum (Sherwood, 2001).
Menurut Dharma (2012) lama fase estrus akan memberikan peluang folikel matang
lebih banyak dan estrogen akan bersekresi sehingga betina akan menerima

perkawinan dari jantan.

Kelompok perlakuan P1 (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak 25
mg/kgBB) dan P2 (cislplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak 50 mg/kgBB)
memiliki waktu fase proestrus dan estrus yang lebih lama dibadingkan dengan
kelompok P3 (cisplatin + jamu 75 mg/kgBB). Hal ini menunjukkan bahwa
penggunaan teknologi nanopartikel mampu meminimalisir dosis obat yang
dibutuhkan karena penyerapan zat aktif lebih maksimal. Hoshyar et al., (2016)

menyatakan bahwa ukuran partikel dapat mempengaruhi penyerapan seluler karena
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terdapat kekuatan adhesi yang mengatur antara nanopartikel dan reseptor seluler.
Selain itu penggunaan kitosan sebagai penyalut pada nanopartikel yang digunakan
pada penelitian ini memiliki sifat khas yang tidak dimiliki oleh polimer lain.
Kitosan dilaporkan memiliki kemampuan untuk membuka kait antar sel (tight
junction) pada membrane usus secara sementara. Kitosan juga dapat melepas obat
secara bertahap dalam waktu yang cukup lama, sehingga dapat meminimalkan
pemberian berulang (Martin et al., 2012). Namun kitosan juga memiliki side effect
yang dapat menyebabkan masalah pencernaan, reaksi alergi dan gangguan dalam
penyerapan nutrisi seperti vitamin yang larut dalam lemak (A, D, E, dan K) serta

gangguan penyerapan kalsium dan magnesium.

Pada fase folikuler siklus estrus (fase proestrus & fase estrus), sel epitel
berinti akan berubah menjadi sel epitel kornifikasi (sel tanduk) kemudian sel epitel
kornifikasi akan luruh dan mulai muncul leukosit. Munculnya leukosit menandakan
adanya inflamasi yang terjadi saat luruhnya sel epitel kornifikasi (sel tanduk).
Sehingga pada fase luteal (fase metestrus & fase diestrus) siklus estrus akan
didominasi oleh leukosit. Pada proses penyembuhan akibat inflamasi ini, semakin
cepat fase luteal berakhir maka semakin cepat pula fase folikuler dapat dimulai dan

semakin memperbesar peluang terjadinya kehamilan (Ajayi & Akhigbe, 2020).

Hasil uji DMRT pada (Gambar 4.1) lama fase metestrus diketahui bahwa
rata-rata lama waktu metestrus paling singkat terdapat pada perlakuan P2 (cisplatin
+ nanopartikel kombinasi ekstrak 50 mg/kgBB) selama 5,33 jam, diikuti oleh
perlakuan P1 (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak 25 mg/kgBB) dan P3
(cisplatin + jamu 75 mg/kgBB) selama 6,08 jam, kemudian diikuti perlakuan K-

(aguades) selama 6,5 jam, dan K+ (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak O
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mg/kgBB) selama 7,41 jam. Lama waktu fase metestrus pada perlakuan P2 tidak
berbeda nyata dengan perlakuan P1 dan P3. Lama waktu metestrus pada perlakuan
P1 dan P3 tidak berbeda nyata dengan perlakuan K-. Lama waktu fase metestrus
K+ berbeda dengan perlakuan yang lain dan menjadi perlakuan dengan waktu

metestrus terlama.

Hasil uji DMRT pada (Gambar 4.1) lama fase diestrus diketahui bahwa rata-
rata lama fase diestrus yang paling singkat dimiliki oleh perlakuan P2 (cisplatin +
nanopartikel kombinasi ekstrak 50 mg/kgBB) selama 74, 9 jam, diikuti oleh
perlakuan P1 (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak 25 mg/kgBB) selama
75,45 jam, P3 (cisplatin + jamu 75 mg/kgBB) selama 83,25 jam, K- (aquades)
selama 84,13 jam, dan K+ (cisplatin + nanopartikel kombinasi ekstrak 0 mg/kgBB)
selama 94,1 jam. Lama fase diestrus perlakuan P2 tidak berbeda nyata dengan
perlakuan P1, namun berbeda nyata dengan perlakuan P3, K-, dan K+. Perlakuan
P3 tidak berbeda nyata dengan perlakuan K-, namun berbeda nyata dengan

perlakuan K+, P1, dan P2. Perlakuan K+ berbeda nyata dengan perlakuan lainnya.

Perlakuan P2 memiliki lama fase metestrus dan diestrus paling singkat
diantara perlakuan yang lain. Hal ini menunjukkan bahwa inflamasi akibat
peluruhan sel epitel kornifikasi pada perlakuan P2 dapat dissmbuhkan dengan lebih
cepat. Kecepatan dalam penyembuhan inflamasi yang terjadi ini bisa terjadi karena

kombinasi nanopartikel yang diberikan juga memiliki fungsi sebagai antiinflamasi.

Senyawa allicin pada Allium sativum (bawang putih) memiliki sifat
antioksidan dan antiinflamasi. Allicin diketahui menunjukkan aktivitas antioksidan

yang kuat, yang dapat membantu melindungi sel dari kerusakan dan mengurangi
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peradangan dalam tubuh. Selain itu, bawang putih mengandung senyawa sulfur
lainnya, seperti diallyl disulfide dan S-allyl cysteine, yang juga berkontribusi

terhadap sifat antioksidannya (Muchtaromah et al., 2017).

Temu mangga dan jeringau juga memiliki kandungan bahan aktif yang
cukup penting antara lain senyawa kurkumin, flavonoid, polifenol dan asam p-
hidroksisinamat yang meningkatkan aktivitas antioksidan dalam tubuh (Hartono et
al., 2020). Aktivitas antioksidan jeringau didukung oleh kandungan bahan aktif
alkaloid, flavonoid, fenol, saponin dan triterpenoid (Umamaheshwari & Rekha,
2018). Gugus fenol dalam senyawa flavonoid memiliki kemampuan mengurangi
pembentukan peroksidasi lipid untuk meredam radikal bebas dengan mendonorkan
atom hidrogen ke radikal peroksil yang membentuk radikal flavonoid sehingga

bereaksi dengan oksigen reaktif sehingga menjadi netral (Yuslianti, 2018).

Selain antioksidan Curcuma mangga (temu mangga) juga mengandung
antiinflamatori, yang terkandung dalam beberapa senyawa bioaktif seperti
curcuminoids dan diterpenes (Srirod & Tewtrawakul, 2019). Penelitian Huang et
al. (2023) menyatakan bahwa senyawa (-)-syringaresinol 4-O-B-D-apiofuranosyl-
(1-2)- B-D-glucopyranoside pada Acorus calamus memiliki aktivitas
antiinflamatory yang baik. Dengan demikian, kombinasi antara Allium sativum,
Curcuma mangga, dan Acorus calamus memiliki kemampuan yang baik sebagai
antiinflamantori sehingga penyembuhan inflamasi yang terjadi setelah fase estrus

dapat disembuhkan dengan lebih cepat dan efektif.
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4.2 Kajian Al-Qur’an dan Hadits Terkait Hasil Penelitian

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kombinasi nanopartikel ekstrak A.
sativum, C. mangga, dan A. calamus dapat meningkatkan waktu lama fase proestrus
dan estrus. Hal tersebut dipengaruhi kandungan fitoestrogen pada ketiga tumbuhan
tersebut yang berperan dalam proses perbaikan sel yang disebabkan oleh toksisitas
cisplatin.

Al-Qur’an mengakui bahwa infertilitas adalah salah satu kesulitan dan
mendorong pencarian obat untuk infertilitas. Hal ini disebutkan dalam kisah nabi
Ibrahim dan istrinya Sarah, serta pada nabi Zakaria dan istrinya, sebagai contoh
infertilitas (Fadel, 2002). Hasil penelitian mengenai nanopartikel kombinasi ekstrak
A. sativum, C. mangga, dan A. calamus terhadap lama fase dalam siklus estrus dapat
dikatakan sesuai dengan pengobatan yang dibutuhkan untuk memperbaiki
gangguan organ reproduksi seperti reversible infertility. Kesesuaian obat terhadap

pemulihan penyakit selaras dengan HR. Bukhari No. 5246
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Artinya: “Dari Abu Huraira, ia berkata bahwasanya Rasulullah SAW bersabda
Tidaklah Allah menurunkan penyakit kecuali Dia juga yang menurunkan
penawarnya.” (HR. Bukhari No. 5246)

Hadits tersebut secara tidak langsung merupakan jaminan dari Allah kepada
manusia, sehingga perlu dilakukan pencarian obat melalui segala sesuatu yang

Allah ciptakan dimuka bumi. Salah satu upaya yang dilakukan dalam penelitian ini



61

adalah saintifikasi obat hornal agar mendapatkan dosis tepat dengan efektifitas

terbaik. Upaya tersebut secara implisit terdapat dalam QS. Al-Furgan [25]:2

& Syt AR TR /;Iju@wj et a4 il
Y \;M AEs Lok Jf Gl euws

Artinya: “Yang memiliki kerajaan langit dan bumi, tidak mempunyai anak, tidak
ada sekutu bagi-Nya dalam kekuasaan(-Nya), dan Dia menciptakan segala sesuatu,
lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat.” (QS. Al-Furgan [25]:2)

Dari kata ‘;e,;u-’?“ 533 menurut tafsir Al-Qurthubi dalam kitab Al-Jami’li

Ahkam Al-Qur’an (2008) menjelaskan bahwa Allah SWT menetapkan ukuran-
ukurannya dengan serapi-rapinya. Maksud dari penggalan ayat tersebut adalah
Allah menetapkan segala sesuatu dari apa yang diciptakan-Nya sesuai dengan
hikmah yang diinginkan-Nya, dan bukan karena nafsu atau kelalaian, melainkan
segala sesuatu berjalan sesuai dengan ketentuan-Nya. Sebagaimana dalam
penelitian ini, termasuk dalam ketetapan adalah pencarian dosis aturan minum pada
tiap perlakuan. Upaya untuk mencari dosis atau kadar yang tepat untuk memperoleh
efek fitoestrogen yang optimal dari kombinasi ekstrak nanopartikel dengan bahan

A. sativum, C. mangga, dan A. calamus.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh, dapat disimpulkan bahwa
pemberian nanopartikel kombinasi ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga, dan
Acorus calamus berpengaruh terhadap lama fase selama siklus estrus mencit.
Mencit yang diinduksi cisplatin dan diberi nanopartikel pada dosis 50 mg/kgBB
menjadi dosis yang paling optimal dengan lama fase proestrus selama 16,25 jam,
fase estrus selamal9,83 jam, fase metestrus selama 5,33 jam, dan fase diestrus
selama 74,90 jam.
5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, perlu dilakukan penelitian

lebih lanjut untuk mengetahui efek kitosan terhadap kesuburan.
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Lampiran 1. Alur Penelitian
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Maserasi Pelarut Etanol 70%
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Induksi Cisplatin
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Kombinasi Ekstrak Allium sativum,
Curcuma mangga, dan Acorus calamus
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Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium
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calamus Tersalut Kitosan
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Curcuma mangga, dan Acorus calamus Tersalut Kitosan Secara
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Lampiran 2. Data Hasil Perlakuan dan Hasil Uji Statistik Lama Fase Proestrus

1. Data Hasil Perlakuan Lama Fase Proestrus

Proestrus 1 2 3 4 5 6 Rata-rata
K- 12 11 10 11.5 125 10.5 11.25
K+ 9 7 8.5 75 6 5 7.16
P1 15 13 14.5 135 15.5 14 14.25
P2 17 175 16 15 155 | 165 | 16.25
P3 14 14.5 13 12 13.5 12.5 13.25
2. Hasil Uji Normalitas Lama Fase Proestrus
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
hasil
N 30
Normal Parameters®®? Mean 12.4333
Std. Deviation 3.29507
Most Extreme Differences Absolute 114
Positive .066
Negative -.114
Test Statistic 114
Asymp. Sig. (2-tailed) .200¢4
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.
d. This is a lower bound of the true significance.
3. Hasil Uji Homogenitas Lama Fase Proestrus
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
hasil Based on Mean q27 4 25 .582
Based on Median 723 4 25 .585
Based on Median and with 723 4 18.176 .588
adjusted df
Based on trimmed mean 727 4 25 .582




4. Hasil Uji ANOVA Lama Fase Proestrus

ANOVA
hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 286.033 4 71.508 62.001 .000
Within Groups 28.833 25 1.153
Total 314.867 29

5. Hasil Uji DMRT Lama Fase Proestrus

Data

Duncan?

Subset for alpha = 0.05
proestrus N 1 2 3 4
k+ 6 7.1667
k- 6 11.2500
p3 6 13.2500
pl 6 14.2500
p2 6 16.2500
Sig. 1.000 1.000 119 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.
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Lampiran 3. Data Hasil Perlakuan dan Hasil Uji Statistik Lama Fase Estrus

1. Data Hasil Perlakuan Lama Fase Estrus

Estrus 1 2 3 4 5 6 Rata-rata
K- 14.5 14 15 13.5 155 16 14.75
K+ 11 10 10.5 11.5 9 9.5 10.25
P1 18 18.5 17 17.5 19 18 18
P2 20.5 195 20 19 21 19 19.8
P3 16 16.5 15 15.5 14 14.5 15.25
2. Hasil Uji Normalitas Lama Fase Estrus
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
hasil
N 30
Normal Parameters? Mean 15.6167
Std. Deviation 3.41317
Most Extreme Differences Absolute .091
Positive .086
Negative -.091
Test Statistic .091
Asymp. Sig. (2-tailed) .200¢¢
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.
d. This is a lower bound of the true significance.
3. Hasil Uji Homogenitas Lama Fase Estrus
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
hasil Based on Mean .379 4 25 .821
Based on Median 376 4 25 .823
Based on Median and with 376 4 24.622 .823
adjusted df
Based on trimmed mean .379 4 25 .821




4. Hasil Uji ANOVA Lama Fase Estrus

ANOVA
hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 318.883 4 79.721 105.126 .000
Within Groups 18.958 25 .758
Total 337.842 29

5. Hasil Uji DMRT Lama Fase Estrus

Data

Duncan?

Subset for alpha = 0.05
estrus N 1 2 3 4
k+ 6 10.2500
k- 6 14.7500
p3 6 15.2500
pl 6 18.0000
p2 6 19.8333
Sig. 1.000 .330 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

72



73

Lampiran 4. Data Hasil Perlakuan dan Hasil Uji Statistik Lama Fase Metestrus

1. Data Hasil Perlakuan Lama Fase Metestrus

Metestrus 1 2 3 4 5 6 Rata-rata
K- 7 6.5 7 75 5 6 6.5
K+ 8 8,5 7.5 7 6.5 7 741
P1 6.5 7 6 5 5.5 6.5 6.083
P2 5 6.5 5 55 5.5 4.5 5.33
P3 6.5 7 6.5 5.5 5 6 6.083
2. Hasil Uji Normalitas Lama Fase Metestrus
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
hasil
N 30
Normal Parameters? Mean 6.3833
Std. Deviation .84775
Most Extreme Differences Absolute 133
Positive 118
Negative -.133
Test Statistic 133
Asymp. Sig. (2-tailed) .184¢
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.
3. Hasil Uji Homogenitas Lama Fase Metestrus
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
hasil Based on Mean .508 4 25 .730
Based on Median 439 4 25 779
Based on Median and with 439 4 22.188 779
adjusted df
Based on trimmed mean .507 4 25 731




4. Hasil Uji ANOVA Lama Fase Metestrus

ANOVA
hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 8.883 4 2.221 4.643 .006
Within Groups 11.958 25 478
Total 20.842 29

5. Hasil Uji DMRT Lama Fase Metestrus

hasil
Duncan?
Subset for alpha = 0.05

metestrus 1 2 3

p2 6 5.3333

pl 6 6.0833 6.0833

p3 6 6.0833 6.0833

k- 6 6.5000

k+ 6 7.4167
Sig. .118 .380 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.
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Lampiran 5. Data Hasil Perlakuan dan Hasil Uji Statistik Lama Fase Diestrus

1. Data Hasil Perlakuan Lama Fase Diestrus

Diestrus 1 2 3 4 5 6 Rata-rata
K- 83.4 84.4 85.5 84 84.5 83 84.13
K+ 93.6 94 94.5 93 95 94.5 94.1
P1 75.92 76 75.5 74.5 76.3 74.5 75.45
P2 74.4 74.5 75 75.5 74 76 74.9
P3 84 84.5 83.5 83 82 82.5 83.25
2. Hasil Uji Normalitas Lama Fase Diestrus
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Standardized
Residual for
hasil
N 30
Normal Parameters? Mean .0000
Std. Deviation .92848
Most Extreme Differences Absolute A11
Positive 104
Negative -.111
Test Statistic A11
Asymp. Sig. (2-tailed) .200¢°d
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.
d. This is a lower bound of the true significance.
3. Hasil Uji Homogenitas Lama Fase Diestrus
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
hasil Based on Mean .180 4 25 .946
Based on Median .155 4 25 .959
Based on Median and with 155 4 24.116 .959
adjusted df
Based on trimmed mean .180 4 25 .946




4. Hasil Uji ANOVA Lama Fase Diestrus

ANOVA
hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1467.198 4 366.800 531.593 .000
Within Groups 17.250 25 .690
Total 1484.448 29

5. Hasil Uji DMRT Lama Fase Diestrus

data

Duncan?
Subset for alpha = 0.05

diestrus N 1 2 3
p2 6 74.9000
pl 6  75.4533
p3 6 83.2500
k- 6 84.1333
k+ 6 94.1000
Sig. .253 .073 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.
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Lampiran 6. Data Hasil Rata-Rata Perlakuan Selama Siklus Estrus dalam Jam
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Proestrus Estrus Metestrus Diestrus Total
K- 11.25 14.75 6.5 84.13 116.63
K+ 7.16 10.25 7.41 94.1 118.92
P1 14.25 18 6.083 75.45 113.783
P2 16.25 19.83 5.33 74.9 116.28
P3 13.25 15.25 6.083 83.25 117.833
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Lampiran 7. Perhitungan Dosis

1. Dosis Perlakuan Pemberian Nanopartikel Kombinasi Ekstrak Allium
sativum, Curcuma mangga, dan Acorus calamus
Berikut adalah perhitungan pemberian nanopartikel kombinasi Allium
sativum, Curcuma mangga, dan Acorus calamus pada mencit:
a. Perhitungan dosis 25 mg/kgBB

Berat badan mencit 20 gr

Dosis x Berat badan mencit

Perhitungan =
1000

25x 20
1000

Perhitungan = =0,5mg

b. Perhitungan dosis 50 mg/kgBB

Berat badan mencit 20 gr

Dosis x Berat badan mencit

Perhitungan =
1000

Perhitungan =

2. Dosis Perlakuan Pemberian Jamu Subur Kandungan
Penentuan dosis jamu subur kandungan mengacu pada penelitian
sebelumnya Muchtaromah et al. (2017) yaitu 75 mg/kgBB. Dosis jamu subur
kandungan perkapsul yaitu 500 mg/kgBB (diminum 8 kapsul/hari, 2x sehari @4
kapsul) dan dihitung menggunakan faktor konversi 0,018 (Laurence, 1964),

sehingga diperoleh perhitungan sebagai berikut:

4000 mg/kgBB x 0,018 = 72 mg/kgBB, dosis dibuat 75 mg/kgBB

Dosis obat x Berat badan mencit

Perhitungan =
1000




Perhitungan = >X2°= 1 5 mg
1000

3. Dosis Cisplatin 5 mg/kgBB

Berat badan mencit 20 gr

Dosis x Berat badan mencit

Perhitungan =
1000

5x20 =01 mg

Perhitungan =
1000
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Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian

1. Tahap ekstraksi

80

Penimbangan  simpisia
kombinasi ekstrak Allium
sativum, Curcuma
mangga, dan Acorus

calamus (36%,36%,28%)

Ekstraksi masersi
menggunakan

etanol 70% dan dishaker

pelarut

Penyaringan untuk dapat

maserasi

Pemekatan ekstrak | Didapatkan ekstrak
menggunakan  Rotary | pekat dan dipindahkan | Botol ekstrak disimpn
Evaporator ke botol dalam freezer

2. Pembuatan nanopartikel kombinasi ekstrak Allium sativum, Curcuma mangga,
dan Acorus calamus

Penimbangan ekstrak

Penimbangan kitosan

Penimbangan STTP




Homogenasi larutan
kitosan-STPP dan
penambahan larutan AAG

Pencampuran ekstrak ke
larutan kitosan- STTP-

81

Homogenasi
menggunakan
homogenizer ultra turrax

Sbnikasi

Penuangan
tabunguependoJrf 15 ml

larutan padg

Pemisahan pellet
dengan supernatan

Penimbangan
serbuk nanopartikel

Penumbukan pellet

Hasil serbuk

nanopartikel

Penyaringan serbuk
nanopartikel
menggunakan ayakan 30
mesh

Penyimpanan
dalam freezer




3. Proses perlakuan dan pengujian sampel

Aklimatisasi

pemeliharaan mencit

82

Penimbangan berat

badan mencit

Pemberian perlakuan

sonde oral

Proses apus vagina

Fiksasi preparat apusan
vagina dngan methanol

10%

Pewarnan preparat apusan

vagina dengan Giemsa

Pengamatan lama fase

estrus
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