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ABSTRAK

Setiawati, Maulida Diah. 2019. Pengaruh Pemberian Vitamin C dan Vitamin E
terhadap Siklus Estrus Tikus (Rattus norvegicus) yang Diberi Rhodamin
B. Tugas Akhir, Program Studi S1 Kebidanan, Fakultas Kedoteran
Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) Dr. Husnul Khotimah, S.Si,
M.Kes, (2) Lilik Indahwati, SST, M.Keb

Rhodamin B adalah salah satu pewarna sintetis yang masih banyak digunakan
sebagai pewarna makanan, merupakan salah satu zat yang berbahaya apabila
dikonsumsi. Rhodamin B memiliki ikatan klorin dan termasuk kedalam zat
xenobiotik dapat meningkatkan radikal bebas. Ketidakseimbangan radikal bebas
dengan antioksidan dapat menimbulkan stres oksidatif yang akibatnya dapat
mengganggu lipid, protein, dan DNA yang mempengaruhi fungsi sel termasuk
pengeluaran hormon dan dapat mengganggu siklus estrus. Penelitian ini bertujuan
untuk membuktikan pengaruh vitamin C, vitamin E, dan kombinasi vitamin C dan
vitamin E terhadap siklus estrus menggunakan study design true eksperimental.
Dua puluh lima tikus betina dewasa dibagi menjadi lima kelompok secara acak,
yaitu kelompok kontrol negatif (tidak diberi perlakuan), kelompok rhodamin B,
kelompok rhodamin B yang diberi vitamin C (600mg/KgBB), kelompok rhodamin B
yang diberi vitamin E (401U/KgBB), kelompok rhodamin B yang diberi vitamin E
dan vitamin C. Rhodamin B diberikan secara oral dengan dosis 90 mg/KgBB
selama 36 hari. Siklus estrus diamati dengan mengamati karakteristik apusan
vagina saat pretest selama 2 kali siklus dan posttest 3 kali siklus. Data yang
diperoleh dianalisis dan menunjukkan bahwa vitamin C, kombinasi vitamin C dan
vitamin E berpengaruh signifikan (P<0,05), sedangkan vitamin E tidak
berpengaruh signifikan(P>0,05). Kesimpulan dari penelitian ini adalah vitamin C
dan kombinasi vitamin C dan vitamin E mampu memperlambat siklus estrus yang
telah diberi rhodamin B, sedangkan vitamin E tidak mampu memperlambat siklus
estrus tikus yang telah diberi rhodamin B.

Kata Kunci: Rhodamin B, siklus estrus, vitamin C, vitamin E
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ABSTRACT

Setiawati, Maulida Diah. 2019. Protective Effect of Vitamin C and Vitamin E on
Female Rat (Rattus norvegicus) Estrous Cycle which Received Rhodamin
B. Final Assignment, Bachelor of Midwifery Program, Faculty of Medicine
Universitas Brawijaya. Supervisors: (1) Dr. Husnul Khotimah, S.Si, M.Kes,
(2) Lilik Indahwati, SST, M.Keb
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Rhodamin B is a syntetic colour used for food colouring. Rhodamin B has a
negative effect because rhodamin B has clorin binding and it is a xenobiotic can
increase free radicals. Excessive free radicals without antioxidant can lead
oxidative stress and its impact on lipid, protein, and DNA. Oxidative stress can
disrupting hormonal balance and its impact on estrous cycle. This study is an
experimental study aimed to investigated the effect of vitamin C, vitamin E, and
combination of vitamin C and vitamin E to estrous cycle of rats exposed on
rhodamin B. Twenty five female rats divided into five groups, including control
negative (untreated group); rhodamin B group; rhodamin B group which received
vitamin C(600mg/KgBB); rhodamin B group which received vitamin E(40 IU/KgBB),
rhodamin B group which received vitamin E and vitamin C. Rhodamin B was given
orally for 36 days. Estrous cycle were observed from vaginal smear for two cycles
(pretest) and three cycles (posttest) . Data obtained was analysed and the result
showed that vitamin C, combination vitamin C and E were significant (P<0,05), but
vitamin E was not significant (P>0,05). The conclusion are vitamin C and
combination of vitamin C and vitamin E can shorter the estrous cycle exposed on
rhodamin B, but vitamin E cant shorter the estrous cycle exposed on rhodamin B

REPOSITORY.UB.AC.ID
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Key words: Rhodamin B, estrous cycle, vitamin C, vitamin E
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Rhodamin B adalah pewarna makanan yang banyak digunakan sebagai
zat aditif makanan (Shen et al., 2014). Rhodamin B juga termasuk pewarna
makanan yang berbahaya menurut Peraturan Menteri Kesehatan Republik

Indonesia Nomor 239/Men.Kes/Per/V/85 tentang zat warna.

Rhodamin B terbukti signifikan berpengaruh terhadap siklus estrus mencit
betina. Siklus estrus mencit dipengaruhi oleh hormon. Terganggunya siklus estrus
merupakan salah satu indikasi terjadinya gangguan hormon (Febrina dkk, 2013).
Rhodamin B merupakan zat asing bagi tubuh dan dapat menghasilkan radikal
bebas. Radikal bebas merupakan salah satu penyebab terjadinya infertilitas pada
wanita (Cicek et al., 2012).

Rhodamin B juga termasuk kedalam golongan xenobiotik. Xenobiotik
adalah zat yang dapat menyebabkan kerusakan pada tubuh (Purnamawati dkKk.,
2015). Radikal bebas dibentuk oleh metabolism xenobiotik secara normal
(Yuslianti, 2018). Radikal bebas adalah senyawa yang memiliki elektron yang tidak
berpasangan sehingga bersifat reaktif dan mampu mengoksidasi molekul
disekitarnya (Wedhasari, 2014). Rhodamin B memicu stress oksidatif dimana
terjadi ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan yang dapat
memicu apoptosis sel di ovarium tikus dan mengganggu keseimbangan hormon

(Laili dkk.,2015; Sulistina, 2014).
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Antioksidan adalah salah satu zat yang dapat melawan efek buruk dari
radikal bebas. Antioksidan yang dapat melawan efek buruk tersebut adalah vitamin
E dan vitamin C . Vitamin C atau ascorbat acid adalah antioksidan yang dapat
melindungi tubuh dari efek radikal bebas, polusi, dan toksik. Vitamin C adalah
vitamin yang diperlukan untuk berbagai proses fisiologis dalam tubuh. Vitamin C
adalah antioksidan utama yang larut dalam air, plasma, dan jaringan. Vitamin C

dapat mendukung daur ulang redoks dari a-tokoferol (Combs, 2017).

Vitamin E sebagai antioksidan telah terbukti dapat mempengaruhi
ketebalan endometrium dan mengobati wanita dengan masalah infertilitas (Cicek
et al, 2012). Menurut Sharma et al., (2012) dikatan bahwa efektivitas kombinasi
vitamin E dan C lebih besar dibanding vitamin E atau vitamin C yang diberi sendiri.
Kombinasi vitamin C dan vitamin E juga memiliki sistem pertahanan melalui

pemutusan reaksi radikal (Yuslianti, 2018).

Penggunaan rhodamin B dalam jangka panjang dapat menyebabkan
stress oksidatif, sehingga dapat mengganggu kinerja hormon pada sistem
reproduksi seperti FSH, LH, progesteron, dan estrogen (Febrina dkk., 2013).
Bedasarkan hal tersebut maka perlu dilakukan penelitian mengenai pengaruh
pemberian vitamin C dan vitamin E sebagai antioksidan terhadap siklus estrus

pada tikus yang telah terpapar rhodamin B.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah pemberian vitamin C dan vitamin E berpengaruh terhadap lama siklus

estrus tikus (Rattus norvegicus) yang telah diberi rhodamin B?
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1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Membuktikan pengaruh pemberian vitamin C dan vitamin E berbagai dosis

terhadap lama siklus tikus (Rattus norvegicus) yang telah diberi rhodamin B

BRAWIJAYA
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1.3.2 Tujuan Khusus
1. Menganalisis pengaruh pemberian rhodamin B dengan terhadap lama
siklus estrus tikus
2. Menganalisis pengaruh pemberian vitamin C terhadap lama siklus estrus

tikus yang telah diberi rhodamin B
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3. Menganalisis pengaruh pemberian vitamin E terhadap lama siklus estrus
tikus yang telah diberi rhodamin B
4. Menganalisis pengaruh pemberian kombinasi vitamin C dan E terhadap

lama siklus estrus tikus yang telah diberi rhodamin B

1.4 Manfaat Penelitian
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1.4.1 Manfaat Akademik

Diharapkan dapat digunakan sebagai dasar ilmu pengembangan terkait
pengaruh vitamin C dan vitamin E terhadap lama siklus estrus tikus yang telah
diberi rhodamin B.
1.4.2 Manfaat Praktis

1. Diharapkan dapat menjadi sumber informasi bagi masyarakat dan praktisi
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kesehatan tentang konsumsi makanan yang mengandung rhodamin B
2. Vitamin C dan vitamin E sebagai dapat digunakan sebagai antioksidan

terhadap pengaruh rhodamin B
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Siklus Estrus

2.1.1 Definisi
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Siklus estrus adalah siklus reproduksi yang ditemui pada hewan betina
yang tidak hamil. Siklus ini disebut siklus menstruasi, yang mempunyai hubungan
erat dengan perubahan hormon yang terjadi pada organ reproduksi. Siklus ini

memiliki 4 fase yaitu, proestrus, estrus, metestrus, dan diestrus (Sari, 2013).

REPOSITORY.UB.AC.ID

2.1.2 Fase Siklus Estrus

Menurut Life Science Weekly (2013) siklus estrus menggambarkan siklus
menstruasi pada wanita. Siklus estrus ditandai dengan terjadinya perubahan
hormon secara fisiologis dimana dapat dibedakan menjadi empat fase yaitu:

1. Proestrus

NIVERSITAS

Proestrus merupakan periode sebelum hewan mengalami estrus, pada
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saat folikel de graff tumbuh akibat pengaruh FSH dan jumlah estradiol
semakin bertambah (Sumarmin, 2015). Fase ini ditandai dengan regresi
korpus luteum yang berkembang pada fase sebelumnya. Ketika korpus
luteum mengalami regresi, terjadi penurunan progesteron. Ketika terjadi

penurunan progesteron maka terjadi peningkatan produksi follicle

REPOSITORY.UB.AC.ID

stimulating hormon (FSH), yang menstimulasi pertumbuhan folikel, pada

fase ini juga terjadi peningkatan level estradiol (Life Science weekly, 2013).
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Gambar 2.1 Sitologi Vagina Fase Proestrus. Epitel nuclease ditunjukkan oleh panah putih,
epithel terkornifikasi ditunjukkan oleh panah hitam (Byers et al., 2012)

Gambar 2.1 Selama fase proestrus, sel yang paling banyak adalah
sel nuklease dengan beberapa sel epitel terkornifikasi. Sel nuklease
berbentuk lonjong dan bergerombol (Hood, 2016). Fase ini jarang terdapat
leukosit dan dikelilingi oleh sel nuklease yang dominan (Honigerg, 1990).
Sel epitel nuklease adalah sel-sel epitel berinti, fase ini merupakan fase
yang siap untuk perkawinan. Folikel akan merangsang perubahan pada
saluran reproduksi berupa terjadinya sekresi mukus yang tebal dan
berlendir, epitel vagina mengalami penebalan dan vaskularisasi
(Sumarmin, 2015). Proestrus berakhir dalam 8-12 jam (Hood, 2016).

Fase Estrus

Fase estrus ditandai dengan dua periode. Periode pertama adalah
peningkatan estradiol yang menyebabkan produksi luteinizing hormon
(LH), dimana estradiol akan terus meningkat dan akan mengalami
penurunan hingga LH berada pada level tertinggi atau puncak. Periode
kedua pada siklus estrus berlangsung selama LH pada puncak tertinggi
hingga terjadi ovulasi. Selama periode kedua ini kehamilan seringkali

terjadi.
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Gambar 2.2 Sitologi Vagina Fase Estrus. sel epitel terkornifikasi ditunjukkan oleh panah
hitam (Byers et al., 2012)

Gambar 2.2 menunjukan pada fase estrus sel-sel epitel vagina

sebagian besar adalah sel-sel yang terkornifikasi atau epitel yang tidak

REPOSITORY.UB.AC.ID

berinti. Selain itu, pada apusan vagina juga ditemukan adanya mukus atau
lendir (Sumarmin, 2015). Epitelium akan terkornifikasi, layer yang
terkornifikasi akan menjadi jelas, diikuti dengan masuknya leukosit atau
tidak ada ada leukosit (Honibgerg, 1990). Sel epitelium terkornifikasi ini

memiliki bentuk ireguler dan mungkin terdapat nukelus. Fase estrus
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berakhir dalam 10-15 jam (Hood, 2016).
3. Metestrus
Metestrus adalah periode inaktivitas seksual. Korpus luteum akan
mulai berkembang dan level progesteron akan meningkat. Estradiol juga
meningkat pada fase metestrus. Metestrus berakhir hingga permulaan fase

diestrus (Honigerg, 1990).
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Gambar 2.3 Sitologi Vagina Fase Metestrus. leukosit ditunjukkan oleh lingkaran, sel epitel
terkornifikasi ditunjukkan oleh panah hitam, dan sel epitel nuclease ditunjukkan oleh
panah putih (Byers et al, 2012)

Gambar 2.3 merupakan fase metestrus dimana ditemukan
beberapa leukosit namun jarang terdapat sel epitel kornifikasi dan sel
squamosa nuklease (Honigberg, 1990). Terdapat beberapa leukosit namun
jarang terdapat sel epitel kornifikasi dan sel squamosa nuclease. Sel epitel
dikelilingi oleh leukosit. Jumlah Leukosit akan meningkat pada fase ini.
Metestrus adalah fase terpendek, Berakhir dalam waktu kurang lebih 6 jam
(Hood, 2016).

Diestrus

Fase diestrus, estradiol akan bervariasi namun relatif rendah
hingga fase proestrus, dimana korpus luterum akan ruptur dan dapat
menyebabkan progesteron turun, sedangkan kadar estradiol kembali
berangsur meningkat ke level maksimalnya. Siklus ini akan berulang

dengan sendirinya.
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Gambar 2.4 Sitologi Vagina Fase Diestrus, lingkaran menunjukkan leukosit, panah putih
menunjukkan sel epitel nuklease (Byers et al., 2012)

Gambar 2.4 menunjukkan keadaan sel-sel epitel vagina mulai pulih
kembali. Hal ini terlihat dengan mulai banyaknya sel epitel nuklease pada apusan
vagina (Sumarmin, 2015). Selama periode ini, sel epitel nuklease menjadi lebih
lonjong. Disestrus adalah fase terpanjang, berakhir pada 2 sampai 3 hari (Hood,

2016).

2.2 Siklus Menstruasi
2.2.1 Definisi

Menstruasi adalah pendarahan vagina secara berkala akibat terlepasnya
lapisan endometrium uterus. Fungsi menstruasi normal adalah interaksi antara
hipotalamus, hipofisis, dan ovarium (Indah, 2012). Menstruasi dianggap sebagai
indikator kesehatan reproduksi. Perubahan pada siklus menstruasi dapat

mempengaruhi kualitas hidup wanita (Milanti dkk, 2017).
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Gambar 2.5 Siklus Menstruasi. Perubahan Hormon, Folikel, Endometrium, dan Suhu Tubuh
pada Siklus Menstruasi (Reed et al., 2018)

Gambar 2.5 menunjukkan perubahan yang terjadi pada siklus menstruasi.
Siklus menstruasi terjadi rata-rata selama 28 hari. Hari pertama siklus adalah hari
pertama saat menstruasi hingga bertemu menstruasi berikutnya. Siklus

menstruasi terdiri dari beberapa fase berikut (Naish dan Court, 2015):
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1. Fase Menstruasi
Fase pertama menstruasi, folikel akan mengeluarkan estrogen akibat
pengaruh LH. LH bekerja pada sel theca untuk menstimulasi produksi

hormon estrogen.
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2. Fase Poliferatif
Folikel terus memproduksi estrogen dan memicu pertumbuhan dan
vaskularisasi endometrium. Folikel berkembang sangat cepat pada fase ini,
membentuk folikel antrum yang berisi cairan dimana didalamnya terdapat
oosit matur.

3. Fase Ovulasi
LH dan FSH terus meningkat, meningkatkan produksi estradiol, yang
memberikan feedback negative ke hipotalamus. LH pada puncak tertinggi
memicu ovulasi. Ovulasi adalah proses oosit matur keluar dari ovarium dan
berjalan menuju tuba fallopi.

4. Fase Luteal
Fase ini berakhir pada 14 hari setelah oosit terfertilisasi. Didominasi oleh
korpus luteum dan progesteron. Folikel akan ruptur dan berisi darah, LH
dan FSH turun akibat adanya ovulasi. Progesteron terus meningkat.
Progesteron penting untuk vaskularisasi pada uterus. Apabila korpus
luteum tidak terfertilasi selama 14 hari setelah ovulasi, yang terjadi adalah

ruptur, dan menstruasi.

2.3 Persamaan dan Perbedaan Siklus Estrus dengan Siklus Menstruasi
Menurut Honigerg (1990) siklus menstruasi dan siklus estrus memiliki siklus
yang sama. Keduanya memiliki hubungan yang kompleks dengan hipotalamus
(faktor pengeluaran), pituitary (gonadotropin), dan ovarium (estrogen,
progesteron). Keduanya memiliki periode preovulary follicular yang dominan oleh

estrogen dan periode postovulary follicular yang dikontrol oleh progesteron.
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Berikut adalah perbedaan antara siklus estrus dan siklus mentruasi (Honigerg,

1990):

1.

Pada siklus estrus fase estrus ditandai oleh daya penerimaan seksual yang
bisa direlasikan dengan ovulasi. Pada menstruasi penerimaan seksual
tidak dibatasi dan ovulasi terjadi pada pertengahan siklus.

Pada siklus estrus, respon endometrium uterus terhadap progesteron tidak
terlalu berdampak, pada fase itu perkembangan endometrium diikuti oleh
proses penebalan tanpa peluruhan dan perdarahan. Pada fase mentruasi,
penebalan endometrium distrimulasi oleh hormon progesteron diikuti
dengan peluruhan endometrium dan perdarahan setelah level progesteron
menurun.

Sementara pada puncak preovulary (sebelum ovulasi) progesteron akan
meningkat, estrogen juga meningkat, dimana akan membentuk timbal balik
positif untuk sekresi gonadotropin yang dibutuhkan untuk memulai ovulasi.
Hal ini tidak terjadi pada siklus menstruasi, dimana hanya estrogen yang
dapat memicu ovulasi dan memicu gonadotropin.

Siklus estrus pada hewan lebih pendek dibandingkan siklus menstruasi

pada manusia.

|
[GVULATION] [ovoaron] (@) ‘

100 4
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Gambar 2.6. Perbandingan antara siklus estrus dan siklus menstruasi (Honigerg, 1990)



REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

'BRAWIJAYA

REPOSITORY.UB.AC.ID

<
2
2
e
s

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

'BRAWIJAYA

12

Gambar 2.6 menunjukkan perbedaan siklus estrus dan siklus menstruasi.
Siklus estrus relatif lebih pendek. Fase estrus pada siklus estrus adalah saat
ovulasi. Setelah ovulasi terjadi pada fase estrus, level estradiol akan turun drastis
hingga nol. Berbeda dengan siklus menstruasi yang memiliki waktu siklus lebih
panjang. Pada siklus menstruasi ovulasi terjadi pada pertengahan siklus.
Penurunan progesteron terjadi pada akhir fase luteal memicu perdarahan. Kadar
estradiol setelah ovulasi relatif dipertahankan diseluruh siklus. Terjadi peningkatan
progesteron pada fase luteal pada kedua siklus, namun pada siklus estrus terjadi
peningkatan progesteron selama ovulasi, hal ini berbeda dengan apa yang terjadi

pada siklus menstruasi (Honigerg, 1990).

2.4 Pengukuran Siklus Estrus

Mengukur siklus estrus dapat dengan beberapa cara, yang pertama
dengan observasi dengan melihat terbukanya vagina pada setiap siklus, kedua
dengan sitologi vagina, ketiga dengan memasangkan tikus dan melihat apakah

ada vaginal clothing keesokan harinya (Byers et al., 2012)

4
|

Gambar 2.7 Observasi Vagina (Byers et al., 2012)
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Gambar 2.7 menunjukkan empat fase pada tikus albino strain (A)
proestrus, (B) estrus, (C) metestrus, dan (D) diestrus. Evaluasi setiap fase pada
siklus estrus dilakukan dengan cara mengangkat ekor tikus dan mengamati secara

langsung. Perlu diperhatikan pencahayaan yang tepat karena menentukan
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bagaimana cara menilai warna jaringan pada vagina (Byers et al., 2012).

Siklus estrus dievaluasi melalui sampel sel vagina yang diikuti dengan
penilaian sitologi. Perubahan siklus pada fase estrus ditentukan dengan tipe sel
yang mendominasi yang diamati melalui mikroskop. Durasi setiap periodenya
bervariasi, fase paling panjang adalah fase diestrus yaitu 60-70 jam. Periode

estrus 10-15 jam, dimana periode ini terjadi kopulasi antara tikus betina dan jantan

REPOSITORY.UB.AC.ID

(Faqi, 2017).
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Gambar 2.8 Identification Tool Fase Siklus Estrus. Alat identifikasi ini untuk memudahkan dalam
mengatahui tipe sel dan proporsinya pada setiap fase siklus estrus (Byers et al., 2012)

REPOSITORY.UB.AC.ID

Untuk menentukan siklus estrus pada tikus, dilakukan vaginal swab setiap
hari. Berbagai metode digunakan untuk mengevaluasi siklus estrus. Penelitian

dalam laboratorium mengukur rata-rata panjang siklus dengan mengukur siklus
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estrus secara utuh. Tipe sel dan pergerakan leukosit selama siklus estrus dikontrol
oleh hormon (Hood, 2016).
2.5 Stres Oksidatif

Stres oksidatif adalah salah satu kondisi dimana terjadi ketidakseimbangan
antara radikal bebas dan antioksidan. Radikal bebas memiliki satu elektron yang
tidak berikatan dan sangat reaktif, sehingga dapat mengambil, memberi, atau
membentuk ikatan baru dan dapat mengganggu fungsi sel (Olieviera, 2014).
Terdapat dua jenis radikal bebas yaitu ROS (Reactive Oxygen Species) dan RNS
(Reactive Nitrogen Species) (Agarwal, 2012). Bedasarkan sumbernya dibagi
menjadi 2 yaitu, eksogen dan endogen. eksogen dapat berasal dari radiasi,
ultrasound, makanan, obat-obatan, polusi, xenobiotik, toksin. Endogen dapat
berasal dari sel, metabolisme mitokondria, xanthin oksidase, dan NO sintase
(Kohen dan Nyska, 2002). Radikal bebas memiliki satu elektron yang tidak
berikatan dan sangat reaktif, ada konsentrasi yang rendah, dibutuhkan untuk
proses fisiologis sel, namun konsentrasi yang tinggi dapat mengganggu lipid,
protein, dan DNA sel (Birben et al, 2012; Gulati, 2017). Radikal bebas dapat
diklasifikasikan menjadi 2 grup, yaitu radikal dan non radikal.

Tabel 2.1 Radikal dan Nonradikal (Kohen dan Nyska, 2002)

Nama Simbol
Oxygen (bi-radikal) O’
lon Superoksida Ox
II;I(IEerokI;siIII Radikal Oksigen g(l_)'O
Alkoksil RO’
Nitric oksida NO’
Hydrogen Peroksida H20>
Organic peroksida ROOH
Hipoklorus Acid HOCL
Ozone Oksigen nonradikal O3
Aldehid HCOR
Singlet Oksigen 10,
Peroksinitrit ONOOH
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Radikal memiliki masa hidup yang singkat (10°-1012) dan reaktivitas yang
tinggi (Kohen dan ,2002; Widayati). Terdapat berbagai macam ROS, namun yang
memiliki rekatifitas tinggi dan berbahaya adalah superoksida (O>’), hidroksil (OH"),

dan peridroksil (H202) (Widayati, 2019). Menurut Agarwal (2012) radikal bebas
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dapat menyebabkan nekrosis dan kematian sel melalui mekanisme sebagai

berikut,
a. Membuka chanel ion: ROS yang berlebihan memicu pengeluaran Ca?,
yang berdampak pada terganggunya permeabilitas membrane

mitokondria, akibatnya adalah membran mitokondria menjadi tidak stabil
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dan produksi ATP menurun.

b. Peroksidasi lipid: Reaksi ROS terhadap PUFA membrane sel dan plasma
lipoprotein dapat menyebabkan terbentuknya MDA, yang dapat
memaoadifikasi protein dan DNA (Widayati, 2019). Dimana PUFA dapat

bereaksi dengan O,, memproduksi peroksil radikal yang dapat mengikat H*

UNIVERSITAS

dari fatty acid yang lain, sehingga terjadi reaksi yang terus-menerus.
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Vitamin E dapat menghentikan reaksi ini karena dapat larut dalam lemak
c. Modifikasi protein: amino acid adalah target kerusakan oksidatif. Oksidasi
secara langsung dapat memicu pembentukan grup karbonil.
d. Oksidasi DNA: DNA mitokondria dapat mengalami kerusakan karena

jumlah protein histone kurang, dan tidak adanya mekanisme perbaikan.
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2.6 Rhodamin B
2.6.1 Definisi
Rhodamin B adalah pewarna makanan yang dilarang. Rhodamin B

berbentuk serbuk kristal bewarna hijau atau ungu kemerahan, tidak berbau, dan
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mudah larut. Makanan yang dicampuri rhodamin B akan bewarna merah muda
terang (Yamlean, P, 2011). Rhodamin B (RhB), Basic violet 10, adalah pewarna

yang larut dalam air dan berasal dari kelas xanthene (Merouani dkk, 2010).

2.6.2 Karakteristik Rhodamin B

OH

O
4809
HsC™ N 0 SN CH,
) o L

H3C CHg

Gambar 2.9. Struktur Kimia Rhodamin B (sigma Aldrich C.1 45170)

Rhodamin B atau basic violet 10 memiliki kelas kimia xanthene dengan
molekul formula C2sH31CIN2O3 (Sigma Aldrich; Merouani dkk., 2010). Rhodamin B
juga termasuk kedalam golongan xenobiotik. Xenobiotik adalah zat yang dapat
menyebabkan kerusakan pada tubuh. Rhodamin B mengandung gugus amino
bersifat basa dan inti benzen, Rhodamin B termasuk senyawa yang sulit
didegradasi oleh mikroorganisme secara alami. Rhodamin B dalam tubuh manusia
dapat menimbulkan iritasi saluran pernafasan, kulit, mata, saluran pencernaan,

keracunan dan kanker hati (Purnamawati dkk., 2015).

2.6.3 Rhodamin B Menimbulkan Radikal Bebas dan Gangguan Sel
Rhodamin B adalah pewarna makanan yang termasuk kedalam golongan

xenobiotik. Radikal bebas dibentuk oleh metabolisme xenobiotik secara normal.
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Radikal bebas adalah suatu atom, gugus, atau senyawa yang dapat berdiri sendiri
memiliki satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan pada orbit paling luar.
Kehadiran satu atau lebih elektron tidak berpasangan menyebabkan molekul ini

mudabh tertarik dan menyebabkan molekul sangat reaktif (Yuslianti, 2018).

Tubuh akan mempertahankan selnya dari kerusakan dengan cara
enzimatik dan non enzimatik. Pertahanan ini dengan cara menjaga keseimbangan
antara pembentukan radikal bebas dengan sistem pertahanan radikal bebas yang
biasa disebut scavenger (Astuti dkk, 2009). Radikal bebas adalah senyawa yang
memiliki elektron yang tidak berpasangan sehingga bersifat reaktif dan mampu
mengoksidasi molekul disekitarnya (lipid, protein, DNA, dan karbohidrat)
(Wedhasari, 2014).

ROS (Reactive Oxygen Species) adalah salah satu radikal bebas yang
penting dalam proses fisiologis tubuh yang merupakan hasil metabolisme
xenobiotik (Astuti dkk, 2009). Pada metabolisme xenobiotik dihasilkan ROS
dengan cara aktivasi sitokrom P450 (Rezende et al., 2017).

Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa paparan rhodamin B
memicu stress oksidatif dimana terjadi ketidakseimbangan antara radikal bebas
dan antioksidan. Rhodamin B dapat meningkatkan hidroksil radikal (-:OH) dan
singlet oksigen 10? (Mohamed, 2018). Selain itu, metabolisme xenobiotik rhodamin
B dapat mengaktivasi sitokrom P450 memproduksi ROS yaitu hidroksil peroksida
(H202) dan anion superoksida (O2) (Rezende et al, 2017; Zangar et al, 2004).
Penelitian membuktikan bahwa Rhodamin B dapat menyebabkan peroksidasi lipid,
dapat meningkatkan MDA dan menurunnya level SOD dalam ovarium tikus betina
secara signifikan (Laili dkk.,2015). MDA adalah produk akhir dalam proses

peroksidasi lipid yang disebabkan oleh reaksi radikal bebas pada lemak tak jenuh
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dan membran sel (Jovanovic et al., 2012). Keadaan ini dapat mengganggu folikel
ovarium dan dapat menurunkan jumlah folikel primer, sekunder, dan grafian (Laili
dkk., 2015).

Apoptosis sel adalah kematian sel karena sel mengalami kerusakan.
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Proses ini penting untuk mencegah kerusakan lebih lanjut seperti kerusakan DNA,

sebagai upaya pencegahan kanker (Durtodoir, 2016).
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2.10 Mekanisme Apoptosis Sel (Mohajeri, 2018)

Rhodamin B dapat meningkatkan BAX menurunkan BCL; yang memicu
apoptosis pada region hpotalamus (Sulistina, 2014). Apoptosis dapat terjadi
karenaa perubahan pada membrane mitokondria yang disebabkan oleh

peroksidasi lipid, sehingga akan memicu pengeluaran siitokrom C, apabila
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sitokrom C berikatan dengan APAF1 dan pro-caspase 9 akan membentuk
apoptosom, yang dapat memicu caspase lain (caspase 3 dan caspase 7), yang
dapat menyebabkan disintegrasi sel (Mohajeri, 2018). ROS juga dapat

mengaktifkan tumor supresor protein p53. P53 memiliki peran untuk mengontrol
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respon sel, memicu sel untuk perbaikan dan bertahan, atau mati dengan
apoptosis. Pada kondisi normal p53 memiliki waktu yang pendek (Durtodoir et al.,
2016).

Apoptosis sel adalah kematian sel yang dapat di stimulasi oleh proses
fisiologis maupun patologis. Penelitian sebelumnya menyebutkan, ROS dapat
dengan mudah menerima dan memberikan elektron melalui reaksi reduksi
oksidasi. ROS tersebut dapat ditemukan di nukleus dan membran sel yang dapat
merusak molekul-molekul biologis yang relevan seperti DNA, protein, karbohidrat,
dan lipid. Radikal bebas dapat menyerang makromolekul yang penting yang dapat
memicu kerusakan sel dan gangguan hemostatis (Hadi, 2011).

Menurut Ripaldy (2017) dalam struktur rhodamin B juga terdapat klorin (ClI)
yang merupakan senyawa halogen yang mudah bereaksi, dan memilki reaktivitas
yang tinggi. Rhodamin B memiliki ikatan klorin yang dapat menjadi reproduksi
toksikan. Kondisi ini dapat mengganggu pengeluaran estrogen, dimana esterogen
memiliki hubungan timbal balik antara gonad dan otak, dan dapat mengganggu
ovulasi. Selain itu, dapat mengganggu sistesis neurotransmitter pada hipotalamus
sehingga dapat mengganggu regulasi neuroendokrin pada hipotalamus,
dampaknya adalah gangguan peningkatan LH, sehingga mengganggu hubungan
timbal balik LH-esterogen, menunda ovulasi, dan mengganggu kesuburan

(Woldersmeker, 2004).

2.6.5 Pengaruh Rhodamin B dengan Siklus Estrus

Siklus estrus adalah siklus reproduksi pada tikus, siklus ini dipengaruhi
oleh hormon, ovarium, dan vagina. Terganggunya siklus estrus merupakan
indikator terjadinya gangguan pada organ-organ tersebut (Woldersmekel, 2004).

Pada penelitian sebelumnya telah ditemukan bahwa MDA meningkat yang
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terdapat dalam ovarium dapat menyebabkan gangguan pada ovarium,
berkurangnya jumlah sel di ovarium (Jovanovic et al., 2012). Apoptosis sel di
ovarium juga dapat berpengaruh terhadap gangguan hormon esterogen dan
progesteron, aktifitas sitokrom P450 yang memicu ROS dapat menyebabkan
apoptosis sel (Dutordoir et al., 2016). Ketidakseimbangan BAX dan BCL regio
hipotalamus dapat memicu apoptosis memicu penurunan kadar FSH dan LH
(Sulistina, 2014).

Rhodamin B dengan dosis 150 ppm, 300 ppm, dan 450 ppm, signifikan
berpengaruh terhadap siklus estrus. Hal ini dapat terjadi akibat gangguan pada
sekresi hormon oleh pituitary yaitu FSH dan LH yang akan mempengaruhi ovarium
dalam pengeluaran esterogen dan progesteron. Siklus estrus adalah siklus yang
dipengaruhi oleh hormon. Apabila terjadi gangguan pada siklus estrus, maka dapat
dipastikan terjadi gangguan hormonal dalam tubuh (Febriana, 2013). Sulistina
(2014) menyebutkan bahwa rhodamin B dengan dosis 4,5 mg/200gBB, 9
mg/200gBB, dan 18 mg/200gBB dapat menggangu keseimbangan hormon dan

memicu apoptosis sel.

2.7 Vitamin C
2.7.1 Definisi

Vitamin C adalah vitamin yang tidak dapat diproduksi didalam tubuh
sehingga diperlukan suplementasi yang berasal dari luar tubuh. Tubuh
memerlukan vitamin C untuk proses fisiologis secara normal. Vitamin C membantu
sintesis dan metabolisme tirosin, asam folat, tritopfan, dan hidroksilasi glisin,
prolin, lisin karnitin, dan katekolamin (Chambial, 2013). Makanan yang
mengandung vitamin C dapat dengan mudah rusak karena efek penyimpanan dan

pengolahan sehingga diperlukan suplementasi dari luar (Combs, 2017).
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Vitamin C atau ascorbat acid adalah vitamin yang diperlukan untuk
berbagai proses fisiologis dalam tubuh. Vitamin C adalah antioksidan utama yang
larut dalam air, plasma, dan jaringan. Vitamin C dapat mendukung daur ulang

redoks dari a-tokoferol. Manfaat lain dari vitamin C adalah dapat menurunkan
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hipertensi, atherogenesin, komplikasi diabetes, pilek, infeksi, dan kanker (Combs,
2017).
2.7.2 Vitamin C sebagai Antioksidan

Menurut berbagi penelitian vitamin C bersama dengan mikronutrien lain
dapat mengatasi kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas (Chambial,

2013). Sebagai antioksidan, vitamin C melindungi tubuh dari berbagai efek radikal
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bebas, polusi, dan racun. Vitamin C biasa dikonsumsi dalam jumlah besar karena
memiliki banyak manfaat namun efek toksiknya jarang ditemui. Vitamin C adalah
agen pereduksi yang kuat. Ketiga struktur kimianya merupakan penangkap radikal
bebas efektif seperti singlet oksigen (*O,). Vitamin C juga dapat mereduksi ferric

(Fe®*) menjadi ferrous (Fe?"), radikal superoksida (O2) menjadi H.O, (Combs,
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Gambar 2.11 Vitamin C dapat menghambat apoptosis pada paparan klorin (Vissers, 2001).
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Vitamin C dapat mengahambat klorin oksidan seperti HOCI yang dapat
mengganggu mitokondria yang mengakibatkan lepasnya sitokrom C yang dapat
bereaksi dengan Apaf 1 mengaktifasi caspase 9, aktivasi caspase 9 dapat
mengaktifasi caspase 3 yang dapat memicu apoptosis sel (Vissers, 2001).

2.7.3 Farmakokinetik Vitamin C

Efektifitas konsentrasi vitamin C bergantung pada keefektifitasan arbsobsi
vitamin C dari usus hingga ekskresi pada ginjal. Vitamin C dikonsumsi sebagai
suplemen akan diserap oleh sel epitel yang berada pada usus halus selanjutnya
akan berdifusi melalui pembuluh kapiler dan beredar keseluruh tubuh. Sirkulasi
selanjutnya ketika vitamin C beredar keseluruh tubuh melalui sistem peredaran
darah, Vitamin C akan melalui proses filtrasi di kapiler ginjal ke kapsula bowman
melalui mekanisme filtrasi secara umum. Setelah melalui proses filtrasi vitamin C
akan diserap kembali atau rearbsorsi melalui transportasi SVCT1 pada tubulus
proksimal. Penyerapan di usus dan ekskresi ginjal mengontrol jumlah vitamin C
dan keefektifannya. Pada konsentrasi tinggi, SVCT1l akan menurunkan
regulasinya hingga mencapai batas jumlah vitamin C yang diserap di usus dan
ginjal, sehingga vitamin C tidak terserap seluruhnya (Chambial, 2013).

Dosis konsumsi vitamin C perhari adalah 15-200mg. Vitamin C secara
umum tidak beracun, namun konsumsi dosis tinggi 2-6g/hari dapat menyebabkan
gangguan pada gastrointestinal dan diare. Masalah ini dapat diatasi dengan
mengurangi konsumsi vitamin C (Chambial, 2013). Pada manusia dengan dosis
200 mg vitamin C sepenuhnya akan diarbsobsi, hamun pada dosis 1000 mg
efesiensi menurun menjadi 50% (Combs, 2017). Vitamin C dengan dosis 0,4
mg/gBB dan 0,8 mg/gBB terbukti mampu menurunkan kadar MDA dan

meningkatkan SOD pada ovarium yang diberi rhodamin B (Laili, 2015).
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2.8 Vitamin E
2.8.1 Definisi
Vitamin E adalah antioksidan kuat yang memiliki kemampuan antiinflamasi

pada jaringan (Tahan, 2011). Vitamin E memiliki kemampuan untuk melewati
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lemak yang memiliki fungsi sebagai antioksidan termasuk melindungi struktur kaya
lemak seperti otak dari kerusakan akibat radikal bebas (Hasan et al, 2010). Pada
studi sebelumnya ditemukan bahwa a-tochoperol merupakan antioksidan dengan
bioavailibilitas terbesar dan telah terbukti sebagai antioksidan terpenting yang

dapat menembus lemak (Lobo, 2010).
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Vitamin E adalah vitamin yang memiliki peran penting dalam metabolisme
sel. Fungsinya berkaitan dengan perlindungan dan perlawanan terhadap
kerusakan sel akibat ROS (Combs, 2017).

2.8.2 Vitamin E sebagai Antioksidan

Vitamin E sebagai antioksidan berperan dalam donor hidrogen, donor

NIVERSITAS

elektron, enzim inhibitor, dan sebagai detoks ROS baik enzimatik maupun
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nonenzimatik. Mekanisme antioksidan ada 2 cara, pertama antioksidan akan
memecah mekanisme dengan cara donasi elektron kepada radikal bebas yang
ada pada sistem. Kedua, antioksidan akan melanjutkan sistem biologinya melalui
mekanisme yang berbeda-beda termasuk dalam donasi elektron, co-antioksidan,

gen ekspresi regulasi (Lobo, 2010).
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Vitamin E dapat menghilangkan efek radikal bebas yang sedang dan
mencegah reaksi ROS yang terus menerus. Reaksi ini menghasilkan a-tochoperol
oksidasi radikal yang dapat di daur ulang menjadi reduksi aktif oleh antioksidan

yang lain seperti askorbat, retinol, atau ubiquinol (Lobo, 2010).
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2.8.3 Farmakokinetik Vitamin E

Vitamin E tidak larut dalam air sehingga vitamin E bergantung pada
pembawanya atau pelarut ke jaringan. Tidak seperti vitamin A dan D, vitamin E
tidak memiliki protein pembawa yang spesifik ke plasma. Vitamin E ditransfer dari

kilomicra ke lipoprotein plasma yang mengikat secara tidak spesifik. Vitamin E
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ditransfer ke liver dengan trigecylcerida yang kaya kilomikra. Vitamin yang berada

pada membran parenkim sel akan dibawa oleh sirkulasi lipoprotein (Combs, 2017).

2.9 Kombinasi Vitamin C dan Vitamin E

Sistem pertahanan tubuh terhadap senyawa-senyawa ROS dapat dibagi
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menjadi dua yaitu sistem pertahanan preventif dan sistem pertahan melalui
pemutusan rantai reaksi radikal. Vitamin C dan vitamin E memiliki sistem
pertahanan melalui pemutusan reaksi radikal. Vitamin E bereaksi dengan radikal
lipid membran sel. membentuk vitamin E radikal yang dapat memutus reaksi rantai

radikal. Vitamin C merupakan antioksidan yang dapat mengikat radikal bebas
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vitamin E dengan menjadi donor elektron (Yuslianti, 2018).
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Vitamin E dan vitamin C adalah antioksidan yang memiliki efek saling
melindungi. Vitamin E merupakan antioksidan yang mencegah terjadinya
peroksidasi lipid, sedangkan vitamin C adalah antioksidan yang larut air. Fungsi
yang berbeda pada tempat berbeda tersebut membuat vitamin E dan vitamin C

memiliki efek yang lebih baik dibanding apabila vitamin tersebut menjadi
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antioksidan sendiri-sendiri. ROS dapat mengoksidasi vitamin E membentuk radikal
tocopheroksil. Vitamin C dapat mereduksi vitamin E radikal, dengan meregenerasi

vitamin E (Ryan et al., 2010).
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Gambar 2.12. Efek Antioksidan Kombinasi Vitamin C dan Vitamin E (Trabe, 2011)

Gambar 2.12 adalah efek antioksidan kombinasi vitamin C dan vitamin E pada

peroksidasi lipid (LPO). Radikal bebas dapat terbentuk ketika suatu molekul
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menyumbangkan satu elektronnya, mengambil satu elektron dari molekul lain,
atau bergabung dengan molekul nonradikal lainnya. Akibatnya reaksi ini
menghasilkan radikal bebas baru. Reaksi radikal bebas dan nonradikal be

merupakan gambaran suatu reaksi berantai. Reaksi berantai ini akan terus

berlanjut hingga ada antioksidan tubuh (Yuslianti, 2018).
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Reaksi LPO (Lipid Peroxydation) dapat dipicu oleh ROS (R’) yang dapat
mereduksi polyunsaturated fatty acid (LH) menjadi L karena kehilangan H, L akan
berikatan dengan O2 membentuk lipid peroksiil LOO . LOO dapat mengikat H dari
PUFA lain (LH) lain sehingga LH tereduksi menjadi L-, reaksi ini dapat terjadi terus-
menerus. Vitamin C atau ascorbic acid (Asch) dapat berikatan dengan R secara

langsung dan mencegah R- yang dapat memicu lipid peroksil, Asch juga dapat
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bereaksi dengan mereduksi radical tocopheroxyl (Toc) sehingga dapat
diregenerasi menjadi Toch. Ascorbic acid yang telah bereaksi akan membentuk
Asc. GSH adalah antioksidan endogenyang terdapat dalam tubuh, dapat

meregenerasi radical ascorbil (Asc’) kembali menjadi Asch (Trabe, 2011).
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3.2 Keterangan Kerangka Konsep

Rhodamin B adalah salah satu zat pewarna yang berbahaya bagi tubuh
memiliki ikatan klorin dan merupakan golongan xenobiotik yang dapat
meningkatkan ROS. Peningkatan ROS ini dapat memicu stress oksidatif. Apabila
stress oksidatif ini berlangsung terus menerus maka dapat menyebabkan
terjadinya peroksidasi lipid pada mitokondria, dan sapat memicu gangguan
mitokondria. Peroksidasi lipid dapat meningkatkan BAX, apabila BCL tidak
mampu mereduksi BAX maka yang dapat terjadi adalah apoptosis sel pada region
hipotalamus. Otak dilindung oleh blood brain barrier, namun bagian nucleus
ventromedial dan nucleus arkuata tempat GnRH mensekresi FSH dan LH tidak
terlindungi. Akibatnya dapat terjadi apoptosis yag menyebabkan disfungsi dan
kerusakan yang dapat mempengaruhi sekresi FSH dan LH, sehingga FSH dan LH

semakin menurun.

FSH dan LH yang semakin menurun akan mengganggu pembentukan
folikel di ovarium,sehingga akibatnya adalah folikel tidak dapat berkembang, dan
tidak mengalami ovulasi. FSH dan LH memiliki hubungan timbal balik negative
dengan hormon esterogen dan progesteron. Apabila FSH dan LH menurun, akan
memicu peningkatan esterogen dan progesteron, akibatnya terjadi penebalan sel
squamous pada bagian uterus dan vagina yang membuat persisten seperti kondisi

estrus, dampaknya adalah siklus estrus semakin panjang.

Secara alamiah, tubuh memiliki kemampuan untuk mengatasi radikal
bebas, namun kemampuan tubuh tersebut terbatas, tubuh tidak mampu
menetralisir radikal bebas yang terakumulasi terus menerus dan berlebihan
sehingga diperlukanlah zat tambahan yaitu antioksidan. Antioksidan yang dapat

digunakan adalah vitamin C dan vitamin E yang dapat menghambat ROS dan
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dapat memutus rantai reaksi radikal, sehingga dapat menghambat radikal bebas
yang terdapat pada hipotalamus maupun ovarium yang mengganggu hormon

reproduksi sehingga tidak terjadi gangguan pada siklus estrus.

3.2 Hipotesis Penelitian

BRAWIJAYA
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3.2.1 Rhodamin B dapat memperpanjang siklus estrus

3.2.2 Vitamin C dapat memperpendek siklus estrus tikus yang telah diberi
rhodamin B
3.2.3 Vitamin E dapat memperpendek siklus estrus tikus yang telah diberi

rhodamin B

REPOSITORY.UB.AC.ID

3.2.3 Kombinasi Vitamin C dan vitamin E dapat memperpendek siklus estrus yang

telah diberi rhodamin B
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan design penelitian true experimental.

UNIVERSITAS

'BRAWIJAYA

Penelitian ini dilakukan dengan cara membandingkan antara kelompok yang diberi
perlakuan dengan kelompok kontrol tikus wistar dengan design pendekatan
penelitian prepost test control group design. Penelitian eksperimental dilakukan
untuk melihat adanya dampak dari intervensi yang telah dilakukan. Dalam

penelitian ini intervensi peneliti adalah pemberian Rhodamin B dilanjut dengan
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pemberian vitamin C dan vitamin E terhadap hewan coba tikus putih betina.

Sedangkan hal yang terjadi adalah akibat dari intervensi yaitu lama siklus estrus.

4.2 Populasi dan Sampel

4.2.1 Sampel Penelitian

NIVERSITAS

Sampel penelitian ini adalah hewan coba yang digunakan, yaitu tikus
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(Rattus norvegicus strain wistar) yang diperoleh dari Laboratorium Farmakologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Besar sampel dalam
penelitian ini disebut replikasi merupakan banyaknya sampel yang digunakan
selama penelitian. Replikasi adalah banyaknya unit eksperimen yang mendapat

perlakuan sama. Penelitian ini tikus akan dibagi menjadi 5 kelompok secara

REPOSITORY.UB.AC.ID

random. Dua kelompok merupakan kelompok kontrol dan 3 lainnya adalah
kelompok perlakuan. Jumlah sampel dari tiap kelompok dengan rumus Frederer
(1963) sebagai berikut:

(t-1)(r-1) 215

r : banyak perlakuan

BRAWIJAYA
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n : banyak ulangan
(n-1)(r-1) =215

(n-1)(5-1) =15

4(n-1) 215
4n-4 215
4n =19
n 219/4=475=5

Bedasarkan perhitungan besar sampel menurut Federer diperoleh sampel
per kelompok adalah 5 ekor. Namun untuk menghindari drop out pada sampel
ditambahkan 10% dan penambahan 10% dihasilkan jumlah sampel 5,5 yang
dibulatkan menjadi 6 ekor. Jadi jumlah sampel pada penelitian ini adalah 5 ekor

untuk setiap kelompok perlakuan.

4.2.2 Kriteria Sampel
Sampel pada penelitian ini diambil secara acak, dengan kriteria sebagai berikut:
1. Jenis kelamin betina
2. Umur 2-3 bulan, usia 2-3 bulan ini dikarenakan sistem reproduksi tikus
mengalami dewasa kelamin pada usia 50+10 hari atau 60 hari
3. Sehat (gerak aktif, berbulu putih)
Kriteria dropout untuk penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Tikus selama penelitian tidak mau makan

2. Tikus yang memiliki siklus estrus tidak normal
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4.2.3 Pembagian Kelompok

Tikus yang telah sesuai dengan kriteria maka akan dibagi menjadi 3
kelompok perlakuan dan 1 kelompok control, yang masing-masing terdiri dari 5
tikus. Pembagian kelompok tikus dilakukan secara acak. Pembagian kelompok

tikus tersebut aadalah:

UNIVERSITAS

' BRAWLJAYA

1. Kelompok kontrol (-) : kelompok tikus yang tanpa perlakuan (tidak dipapar
Rhodamin B, Vitamin C, dan Vitamin E) diberikan pelarut minyak wijen 1
ml dan aquabides 1 ml

2. Kelompok kontrol (+): kelompok kontrol yang dipapar Rhodamin B dengan

dosis 90 mg/KgBB/hari + pelarut minyak wijen 1 ml + pelarut aquabides 1

REPOSITORY.UB.AC.ID

ml, tanpa pemberian vitamin C dan Vitamin E

3. Kelompok perlakuan 1: kelompok tikus yang dipapar rhodamin B dengan
dosis 90mg/KgBB/hari + vitamin C 600 mg/KgBB/hari + pelarut aquabides
1 ml + pelarut minyak wijen 1 ml

4. Kelompok perlakuan 2: kelompok tikus yang dipapar rhodamin B dengan

UNIVERSITAS

dosis 90mg/KgBB/hari + vitamin E dosis 40 IU Kg/BB/hari + pelarut
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N

aguabides 1 ml + pelarut minyak wijen 1 ml
5. Kelompok perlakuan 3: kelompok tikus yang dipapar rhodamin B dengan
dosis 90mg/KgBB/hari + vitamin C 150mg/KgBB/hari + vitamin E dosis 40

IU Kg/BB/hari + pelarut aquabides 1 ml + pelarut minyak wijen 1 ml
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4.3 Variabel Penelitian
Variabel penelitian yang diamati atau diukur meliputi:
a. Variabel Independen : pemberian rhodamin B, vitamin C, dan vitamin E

b. Variabel dependen :lama siklus estrus
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4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran
Universitas Brawijaya Malang. Rencana penelitian akan dilaksanakan selama tiga

bulan, dari bulan Desember 2018 sampai dengan Maret 2019.

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

4.5 Bahan dan Alat Penelitian
4.5.1 Bahan Penelitian
1. Bahan untuk Pemeliharaan Hewan Coba
Makanan untuk hewan coba adalah makanan ternak, sedangkan

minumannya adalah air. Kebutuhan makan tikus dewasa per ekor untuk diet

REPOSITORY.UB.AC.ID

normal adalah 40 g/ hari.

2. Bahan untuk Perlakuan Hewan Coba
1) Rhodamin B Sigma Aldrich C.I 45170
2) Vitamin C dengan nama dagang C-IPI

3) Vitamin E dengan nama dagang Nature-E 100 U

NIVERSITAS

4) Minyak wijen
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5) Aquabides
6) Giemsa 3%
7) NacCl Fisiologis 0,9%

8) Cotton bud

45.2 Alat Penelitian
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1. Alat Pemeliharaan Hewan Coba
1) Kandang hewan coba yang berbentuk box plastik berukuran 45 cm x 35,5
cm x 14,5 cm. Tutup kandang tikus dari kawat berukuran 36,5 cm x 28 cm

X 15,5 cm
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2) Kandang sebanyak 5 buah diisi dengan sekam sebagai alas dan ditutup

dengan kawat berjaring. Masing-masing kandang diisi 5 tikus.

3) Tempat minum
2. Alat Pemberian Rhodamin B

1) Timbangan analitik

2) Botol dengan penutup

3) Gelas ukur

4) Pengaduk

5) Spuit1 ml

6) Spuit yang ujungnya dipasang platina (sonde)
3. Alat untuk Pemberian Vitamin E pada Hewan Coba

1) Botol dengan penutup

2) Gelas ukur

3) Pengaduk

4) Spuit 1 ml

5) Spuit yang ujungnya dipasang platina (sonde)
4. Alat untuk Pemberian Vitamin C pada Hewan Coba

1) Botol dengan penutup

2) Spuit 1 ml

3) Spuit yang ujungnya dipasang platina (sonde)
5. Alat untuk Melihat Lama Siklus Estrus

1) Mikroskop cahaya

2) Kaca objek

3) Kaca penutup
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4.6 Definisi Operasional

Tabel 4.1 Definisi Operasional

34

Variabel Keterangan Satuan
Rhodamin B Rhodamin B Sigma Aldrich C.I 45170 mg/KgBB/hari
dengan dosis 90 mg/KgBB/hari personde,
diberikan oleh petugas laboratorium selama
36 hari setiap jam 10.00 di laboratorium

farmakologi FKUB (Sulistiana, 2014)
Vitamin E Vitamin E (Natur E 100 IU) dengan dosis 40 mg/KgBB/hari
satu dosis IU/KgBB/hari personde, diberikan setelah 4

jam pemberian rhodamin B oleh petugas

laboratorium selama 36 hari di laboratorium

farmakologi FKUB (Laili, 2015)
Vitamin C Vitamin C (C-IPl) dengan dosis 600 mg/KgBB/hari
satu dosis mg/KgBB/hari personde, diberikan setelah 4

jam pemberian rhodamin B oleh petugas

laboratorium selama 36 hari di laboratorium

farmakologi FKUB (Laili, 2015)
Kombinasi Vitamin E (Nature E) dengan dosis 40 mg/KgBB/hari
Vitamin C dan |U/KgBB/hari dan vitamin C (C-IPI) dengan
Vitamin E dosis 600 mg/KgBB/hari personde, diberikan

setelah 4 jam pemberian rhodamin B oleh

petugas laboratorium selama 36 hari di

laboratorium farmakologi FKUB
Siklus Estrus  Lama siklus estrus dihitung dari hari pertama Hari

fase estrus/proestrus hingga bertemu hari
fase estrus/proestrus kembali karena pada
fase tersebut memiliki jangka waktu yang
sesuai tidak terlalu panjang atau terlalu
singkat. Peneliti membedakan setiap fase
siklus estrus dengan melakukan swab vagina
lalu diamati karakteristik sel pada tiap fase
yang terdapat pada gambar 2.1, 2.2, 2.3, dan
2.4 menggunakan mikroskop dengan
perbesaran 400x. Pengamatan dilakukan 1x
sehari, dilakukan sebelum perlakuan selama
2x siklus dan pada hari ke 15 perlakuan
selama 3x siklus. Pengambilan swab vagina
dan pengamatan karakteristik sel dilakukan
oleh peneliti di laboratorium farmakologi
FKUB (Febrina, 2013; Bryen et al, 2012).
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4.7 Prosedur Penelitian

4.7.1 Cara Kerja

1. Aklimatisasi Hewan Coba

Tikus putih diadaptasikan 1 minggu dalam kandang untuk menyesuaikan diri
dengan lingkunganya dan diberikan makan standar. Setelah diadaptasikan tikus
akan dibagi menjadi 5 kelompok oleh petugas laboratorium.

2. Pembagian kelompok

Tikus sebagai hewan coba dibagi menjadi 2 kelompok kontrol dan 3 kelompok
perlakuan, pembagian tikus dilakukan secara acak sesuai dengan kelompok
inklusi dan eksklusi oleh petugas laboratorium

3. Prosedur Pemeliharaan Hewan Coba

Dasar kandang dilapisi dengan sekam padi setebal 0,5 cm-1 cm dan diganti setiap
3 hari sekali. Cahaya diruangan datur persis jam 12, jam terang (06.00-19.00) dan
12 jam gelap pukul, kelembapan dan temperatur dibiarkan pada kisaran alamiah.
Tikus diadaptasikan dalam lingkungan penelitian baru, diberi makanan standart
(Lab farmako FKUB), dan minum secara ad libitum oleh petugas laboratorium.

4. Identifikasi fase estrus hewan coba

Sebelum dilakukan perlakuan, maka perlu dilakukan pemeriksaan siklus estrus
setiap tikus untuk mengetahui apakah tikus memiliki siklus yang normal 4-5 hari
selama 2x siklus. Identifikasi dilakukan oleh peneliti dengan cara pengambilan sel
apusan vagina setiap 1x/hari setiap pukul 07.00-08.00. Pembuatan preparat
apusan vagina dilakukan dengan cara mengambil cairan vagina pada lokasi kira-
kira 1-2 cm dari vulva menggunakan cotton bud yang dibasahi dengan Nacl
fisiologis 0,9%. Hasil usapan dioleskan pada gelas objek dan preparat difiksasi

dengan alkohol 70% dibiarkan sampai kering, diwarnai dengan giemsa 3% dan
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dibiarkan selama dua menit. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran lensa objektif 40x.

5. Prosedur Pemberian Rhodamin B pada Hewan Coba

Rhodamin B dilarutkan dalam 1 ml aquabides diberikan secara peroral dengan
dosis 90mg/ KgBB/hari dengan spuit yang ujungnya terbuat dari platina. Rhodamin
B Sigma Aldrich C.I 45170 diberikan 1x/hari pada pukul 10.00 oleh petugas
laboratorium.

6. Pemberian Vitamin C

Vitamin C yang digunakan adalah merk C-IPl dengan dosis 600 mg/KgBB/hari
dilarutkan dengan aquabides 1 ml setelah 4 jam pemberian rhodamin B yaitu pukul
14.00 oleh petugas laboratorium.

7. Pemberian Vitamin E

Vitamin E yang digunakan adalah Nature-E 100 IU dengan dosis 40 IU/KgBB/hari
diberikan personde setelah 4 jam pemberian rhodamin B yaitu pukul 14.00 oleh
petugas laboratorium.

8. Prosedur Pengambilan Apusan Vagina dan Pengamatan

Setelah diberikan perlakuan maka dilakukan pengamatan apusan sel vagina oleh
peneliti selama 3 kali siklus pada hari ke 15 setalah diberi perlakuan. Parameter
yang diamati adalah bentuk sel epitel setiap fase. Pengambilan sampel sitologi
dilakukan 1 kali sehari pada pukul 07.00-08.00. Pembuatan preparat apusan
vagina dilakukan dengan cara mengambil cairan vagina pada lokasi kira-kira 1-2
cm dari vulva menggunakan cotton bud yang dibasahi dengan Nacl fisiologis 0,9%.
Hasil usapan dioleskan pada gelas objek dan preparat difiksasi dengan alkohol

70% dibiarkan sampai kering, diwarnai dengan giemsa 3% dan dibiarkan selama
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dua menit. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya

dengan pembesaran lensa objektif 40x.

4.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dalam penelitian ini akan dianalisis menggunakan
program SPSS 20.0 dengan tingkat signifikasi 0.05 (p<0.05). Langkah-langkah
pengujian data adalah sebagai berikut:

1. Uiji normalitas data: bertujuan untuk mengetahui apakah data terdistribusi
normal atau tidak. Jika terdistribusi normal, maka menggunakan uji
parametric.

2. Uji homogenitas varian: jika varian dalam kelompok homogen, maka
asumsi untuk menggunakan Anova pada uji parametric terpenuhi.

3. Uji One Way Anova (parametrik) bertujuan untuk mengetahui kelompok
mana yang berbeda secara signifikan

4. Uji post Hoc (parametrik) untuk mengetahui perbandingan rerataan secara

berpasangan
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4.8 Alur Penelitian

Bagan Kerangka Operasional Penelitian

Tikus putih betina, sehat, umur 1-2 bulan, BB 150-250 aram

Pembagian Kelompok

|

Aklimatisasi Hewan Coba

|

Identifikasi awal siklus estrus 2 kali siklus (8-10 hari)

Perlakuan Hewan Coba

38

3

A4 A 4 A\ 4 4
Kontrol (+) K (-) diberikan P (1) P (2) diberikan P (3) diberikan
tanpa rhodamin B 90 diberikan Rhodamin B Rhodamin B90
pemberian mg/KgBB Rhodamin B 90 mg/KgBB+
rhodamin B, tanpa vitamin 90 mg/KgBB mg/KgBB+vita vitamin C 600
vitamin E, E dan vitamin +vitamin C min E 40 mg/KgBB+
dan vitamin C 600 mg/KgBB IU/KgBB vitamin E 40
C IU/KaBB

l

Tikus dilakukan swab vagina pada hari ke 15 selama 3x siklus

l

Dilakukan pemeriksaan sel pada mukus vagina (sitologi)

l

Analisis Data
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

5.1 Karakteristik Hewan Percobaan

Tikus putih betina jenis Rattus norvegicus galur wistar diperoleh dari
laboratorium farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Tikus
berjumlah 25 ekor berusia 2-3 bulan dengan berat badan 150-250 gram, memiliki
siklus yang normal dan teratur. Tikus dibagi menjadi 5 kelompok yang dibagi
secara random vyaitu kelompok K (-) merupakan kelompok yang tidak diberi
perlakuan, K(+) kelompok yang diberi rhodamin B, P(1) kelompok yang diberi
rhodamin B dan vitamin C, P (2) kelompok yang diberi rhodamin B dan vitamin E,

dan P (3) kelompok yang diberi rhodamin B, vitamin C, dan vitamin E.

Perlakuan dilakukan selama 36 hari, sebelum diberi perlakuan
dilakukan pretest swab vagina selama 2x siklus (8-10 hari) untuk mengetahui tikus
memiliki siklus yang normal, teratur atau tidak teratur. Swab vagina juga dilakukan
setelah hari ke 15 perlakuan, dilakukan selama 3x siklus. Setiap fase memiliki
karakteristik sel yang berbeda-beda. Fase proestrus ditandai dengan dominansi
jumlah sel epitel berinti, fase estrus ditandai dengan adanya sel epitel
terkornifikasi, fase metestrus ditandai dengan adanya sel epitel berinti, leukosit
dan sel epitel terkornifikasi, fase diestrus ditandai dengan adanya leukosit yang
dominan. Untuk menghitung lama siklus estrus dihitung dari fase estrus/proestrus
hari pertama hingga bertemu kembali dengan fase estrus/proestrus dengan
mengamati karakteristik hasil apusan swab vagina setiap hari pada 2x siklus
sebelum diberi perlakuan dan setelah hari ke 15 hingga 3x siklus, kemudian

dihitung rata-ratanya.

39
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Gambar 5.1 Siklus Estrus Tikus. (a) Fase Proestrus, (b) Fase Estrus, (c) Fase Metestrus, (d) Fase
Diestrus. Panah merah ( ) trenunjukkan sel epitel berinti. Panah hijau ( “J%)
menunjukkan sel epitel terkornifikasi, dan lingkaran(Q) menunjukkan leukosit.
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(%)
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o

Tabel 5.1 Rerata Lama Siklus pretest (2x siklus), posttest (3x siklus), dan delta

setelah diberi Rhodamin B, Vitamin C, dan Vitamin E

<
S=
A<
< — Rerata lama siklus (Hari) W
= ; Kelompok Delta x+SD
L ~ Pretest Posttest
L
% o’ 4 4,3 0,3
=yaa) 5 5 0
Kontrol (-) 4 4 0 0,06+0,13
4 4 0
4 4 0
o 4 5 1
<
§ 4 4,3 0,3
S Kontrol (+) 4 4,6 0,6 0,5+0,31
E 5 5,3 0,3
4 4,3 0,3
< 4 4,6 0,6
> 5 5 0
<L Perlakuan | 0,12+0,27
) 5 5 0
& -—
7 ; 4 4 0
o
w <
Z g
=
>0
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4 4 0
> 5 5,3 0,3
< 5 5,3 0,3
o
s 3 Perlakuan Ii 4 4,3 0,3 0,3+0,0
V)
é < 4 4,3 0!3
= % 4 4,3 0,3
o)
4 4,6 0,6
4 4 0
Perlakuan Il 4 4 0 0,12+0,27
4 4 0
5 5 0
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5.2 Analisis Data

5.2.1 Uji Normalitas dan Uji Homogenitas

Uji normalitas dilakukan untuk mengetahui data terdistribusi normal atau
tidak, selain itu uji normalitas juga dilakukan sebagai prasyarat uji parametric. Uji

normalitas yang digunakan adalah uji dengan saphiro-wilk karena sampel kurang

NIVERSITAS
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dari 50.

Tabel 5.2 Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas

= : Jumlah Norr_nalita; Homogenitas

S Lama Siklus sampel Saphiro Wilk Lavene

] Estrus P Distribusi p Homogenitas
& 25 0.716 Normal 0.052 Homogen
o

Bedasarkan tabel 5.3 Uji normalitas tersebut menunjukkan p adalah 0.176
dimana p>0.05 sehingga data tersebut menunjukkan distribusi normal. Hasil
menunjukkan bahwa data homogen dengan P 0.052 dimana P>0.05 yang

merupakan persyaratan untuk dilakukan uji one way anova.
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5.2.2 Hasil Analisis Perbandingan Siklus Estrus antar Kelompok Perlakuan

Untuk mengukur perbandingan lama siklus kelompok perlakuan dapat
berbeda secara signifikan atau tidak, digunakan uji one way annova dimana
didapatkan hasil p=0.036. Hal ini menunjukkan terdapat adanya perbedaan yang
signifikan.Setelah dilakukan uji one way anova dilakukan uji post hoc LSD untuk

mengetahui perbedaan diantara kelompok perlakuan tersebut.

0,9 4
0,8 -
0,7 -
0,6 - 0,50,31b
0,5 -

0,4

0,3+0,0 ab
0,3 -
0,2 -
0,1240,27a 0,1240,27a
0,1 | 0,0640,13a
0 T
K+ P1 P2 P3

Gambar 5.2 Grafik Rerata Delta Lama Siklus Estrus Tiap Kelompok Perlakuan dan Beda Antar
Kelompok Perlakuan (RerataxzSD jika memuat huruf yang sama maka tidak ada
perbedaan yang bermakna p>0,05 dan apabila memuat huruf yang berbeda maka ada
perbedaan yang bermakna p<0,05). K- adalah kelompok yang tidak diberi perlakuan. K+
adalah kelompok yang hanya diberi rhodamin B, P1 adalah kelompok rhodamin B yang
diberi vitamin C. P2 adalah kelompok rhodamin B yang diberi vitamin E. P3 adalah

kelompok rhodamin B yang diberi kombinasi vitamin C dan vitamin E.

Hasil analisis menggunakan post hoc LSD menunjukkan adanya
perbedaan yang bermakna antara K+ dengan K-, hal ini berarti rhodamin B dapat
memperpanjang siklus estrus. P1 berbeda secara bermakna terhadap K+, hal ini
berarti vitamin C dapat memperpendek lama siklus estrus yang telah diberi

rhodamin B. P2 tidak berbeda secara bermakna terhadap K+. hal ini berarti vitamin
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E tidak mampu memperpendek lama siklus estrus yang telah diberi rhodamin B.
P3 berbeda secara bermakna terhap K+ hal ini berarti kombinasi vitamin C dan

vitamin E dapat memperpendek lama siklus estrus yang telah diberi rhodamin B.
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BAB 6

Pembahasan

6.1 Pemberian Rhodamin B Memperpanjang Siklus Estrus

Bedasarkan hasil uji post hoc gambar 5.2, menunjukkan perbedaan yang
bermakna rerata delta lama siklus estrus kelompok kontrol negatif yaitu tikus sehat
dengan kelompok kontrol positif yaitu kelompok yang telah diberi rhodamin B. Hal
ini membuktikan bahwa kelompok tikus yang diberi rhodamin B memiliki siklus

yang lebih panjang apabila dibandingkan dengan kelompok tikus yang sehat.

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian Febriana dkk (2013), dimana
pemberian rhodamin B dengan dosis 150 ppm, 300 ppm, dan 450 ppm, dapat
memperpanjangan siklus estrus tikus. Salah satu tanda kesuburan pada wanita
adalah siklus reproduksi yang teratur. Siklus menstruasi yang teratur, menandakan
adanya maturasi oosit dan pengeluaran hormon yang teratur (Woldemeskel,
2017). Siklus estrus merupakan siklus reproduksi pada tikus rattus norvegicus,
siklus ini menggambarkan siklus menstruasi pada wanita. Siklus estrus normalnya
berlangsung selama 4-5 hari, memiliki 4 fase dimana setiap fase memiliki
karakteristik yang berbeda dan dipengaruhi oleh perubahan hormon yang berubah
secara fisiologis. Fase dalam siklus estrus menurut Life Sciencie Weekly (2013)
adalah pertama fase proestrus ditandai dengan peningkatan FSH dan estradiol
yang dapat memicu pertumbuhan folikel de graff. Namun, pada fase ini terjadi
penurunan progesteron akibat regresi korpus luteum. Kedua adalah fase estrus
dimana pada fase ini terjadi peningkatan LH yang dapat memicu ovulasi. Ketiga

adalah fase mesestrus, setelah ovulasi, dimana folikel de graff berkembang

44



REPOSITORY.UB.AC.ID

' BRAWLJAYA

UNIVERSITAS

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

<
2
2
ec
=2

N

REPOSITORY.UB.AC.ID

UNIVERSITAS

*/BRAWIJAYA

45

menjadi korpus luteum dan menghasilkan progesteron. Fase terakhir adalah fase

diestrus dimana estradiol rendah.

Rhodamin B merupakan salah satu zat xenobiotik yang dapat
meningkatkan ROS berupa hidroksil radikal (-OH) dan singlet oksigen 102
(Mohamed, 2018; Yuslianti, 2018). Selain itu, xenobiotik dapat mengaktivasi
sitokrom P450 memproduksi ROS vyaitu hidroksil peroksida (H202) dan anion
superoksida (O;) (Rezende et al, 2017; Zangar et al, 2004). Rhodamin B dapat
memicu kondisi stress oksidatif atau kondisi dimana antioksidan dan ROS tidak
seimbang. Kondisi ini dapat menyebabkan kerusakan seluler dan molekuler,
mengganggu produksi ATP mitokondria dan dapat juga menyebabkan kerusakan
DNA, protein, dan lipid pada sel, akibatnya dapat mengganggu kinerja sel pada
ovarium sehingga dapat mempengaruhi kinerja hormon dan mengganggu siklus
estrus (Agarwal, 2012; Magbool dkk, 2015; Roth, 2018). Rhodamin B dapat
meningkatkan apoptosis sel pada hipothalamus. Apoptosis dapat dipicu oleh sinyal
eksoogen dan endogen. Kematian sel disebabkan oleh protein proapotosis.
ketidakseimbangan BAX dan BCL. dapat memicu lepasnya sitokrom C dari
mitokondria. Sitokrom C dapat berikatan dengan Apaf 1 yang dapat mengaktivasi
caspase 9 membentuk apoptosome, dan dapat memicu caspase 7, dan 3 yang
dapat memicu apoptosis sel pada nucleus arkuata dan nucleus ventromedial
hipotalamus, dimana secara anatomis pada bagian ini juga tidak dilindungi oleh
blood brain barrier dapat menyebabkan kerusakan dan disfungsi sel, akibatnya
mempengaruhi hipofisis anterior dalam pengeluaran FSH dan LH pada tikus yang

diberi rhodamin B (Mohajeri, 2018; Sulistina, 2014).

Menurut Putriningtyas (2017) dalam struktur rhodamin B memiliki ikatan

klorin (Cl) yang merupakan senyawa halogen yang mudah bereaksi, dan memilki
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reaktivitas yang tinggi. Klorin dapat mengaktivasi sitokrom P450 meningkatkan
produksi H2O2, selain itu klorin dapat memicu apoptosis pada sel (Twaroski, 2001,
Vissers, 2001). Rhodamin B memiliki ikatan klorin yang dapat menjadi reproduksi
toksikan. Kondisi ini dapat mengganggu pengeluaran estrogen, dimana esterogen
memiliki hubungan timbal balik antara gonad dan otak, dan dapat mengganggu
ovulasi dengan mengganggu hubungan timbal balik LH-esterogen, menunda

ovulasi, dan mengganggu kesuburan (Woldemesker, 2017).

Xenobiotik memberikan respon morfologi yang berbeda-beda terhadap
sistem reproduksi, Dalam penelitan ini respon morfologi yang terjadi adalah folikel
pada ovarium semakin sedikit dan terjadi peningkatan jumlah proliferasi sel pada
serviks, hal ini dapat terjadi karena FSH dan LH menurun meningkatkan sintesis
hormon reproduksi yaitu esterogen. Penurunan hormon FSH dan LH memicu
atropi ovarium karena terjadi penurunan jumlah folikel, dan kondisi ini dapat
memicu folikular cysts dimana folikel pada ovarium gagal untuk ovulasi. Namun,
kondisi ini dapat memicu peningkatan sirkulasi hormon esterogen, progesterone,
atau kombinasi keduanya yang dapat mengakibatkan hiperplasia dan hipertropi
pada uterus dan vagina, dominansi esterogen tersebut diikuti hiperplasia sel

squamous vagina sehingga menyebabkan kondisi seperti estrus. (Agarwal, 2012).

6.2 Pengaruh Pemberian Vitamin C, Vitamin E, Kombinasi Vitamin C dan E

terhadap Siklus Estrus Tikus yang Diberi Rhodamin B

Siklus estrus pada kelompok P1 yaitu kelompok tikus rhodamin B yang
diberi vitamin C secara signifikan memiliki siklus estrus yang lebih singkat apabila
dibandingkan dengan siklus estrus pada kelompok K+ yaitu kelompok tikus yang

diberi rhodamin B saja. Vitamin C (ascorbic acid) adalah antioksidan utama yang
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larut dalam air, plasma, dan jaringan, efektif dapat menurunkan kejadian
kerusakan oksidatif pada sel, yang dapat memicu disfungsi organ dengan cara
mereduksi radikal bebas seperti singlet oksigen 102, anion superoksida Oy,
hidrogen peroksida (H.O), dan peroxynitrite serta dapat mencegah terjadinya
peroksidasi lipid (Singh, 2017; Combs, 2017; Straaten, 2004). Vitamin C memiliki
1 molekul askorbat anion (AscH’) yang merupakan donor antioksidan utama
vitamin yang bereaksi dengan radikal bebas, vitamin C yang telah mendonorkon
atomnya akan menghasilkan vitamin C radikal (Asc?) yang memiliki reaktivitas
yang rendah namun dapat direduksi menjadi vitamin C kembali oleh GSH (Lawson
dkk, 2017). Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa vitamin C dapat
meningkatkan kadar progesterone pada wanita infertil, menurunkan kadar MDA
pada testis, meningkatkan FSH dan LH, vitamin C juga mampu mencegah
apoptosis sel yang diakibatkan oleh klorin oksidan (Mahdi, 2019; Chambial, 2013;

Vissers, 2001).

Siklus estrus tikus P2 yaitu kelompok tikus rhodamin B yang diberi vitamin
E memiliki siklus estrus yang lebih singkat apabila dibandingkan dengan kelompok
K+ yaitu kelompok yang diberi rhodamin B namun perbedaan ini tidak berbeda
secara bermakna. Vitamin E adalah vitamin yang larut lemak, bekerja dalam
membran sel, dan dapat mereduksi O2’, H.O,, dan OH dengan memutus rantai
ikatan radikal selama proses peroksidasi lipid (Combs 2012; Agarwal, 2012; Tahan
dkk, 2010). Beberapa penelitian juga meunjukkan bahwa vitamin E kurang efektif
dalam menurunkan hiperglikemia pada reproduksi pria, apabila dibanding dengan
vitamin C, maupun kombinasi antara vitamin C dan vitamin E, vitamin C lebih

protektif dibanding vitamin E (Mahdi, 2019; Fernandes, 2011).
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Bedasarkan hasil uji post hoc pada gambar 5.2 terjadi perbedaan yang
bermakna antara P3 kelompok tikus rhodamin B yang diberi kombinasi vitamin C
dan Vitamin E dibandingkan dengan kelompok K+, namun apabila dilihat dari grafik
yang ada, hasil P2 menunjukkan nilai yang sama dengan P1 yaitu kelompok tikus
rhodamin B yang diberi vitamin C. Vitamin C dapat mereduksi radikal bebas secara
langsung serta dapat meregenerasi a-tocopherol radikal menjadi a-tocopherol
kembali apabila mendonasikan hidrogennya (Trabe, 2011). Kombinasi vitamin C
dan vitamin E dapat bekerjasama dengan baik untuk mengatasi efek dari radikal
bebas dengan target organ yang berbeda. Penelitian menunjukkan bahwa
kombinasi vitamin E dan vitamin C mampu merunkan kadar MDA pada tikus yang

telah diberi rhodamin B (Laili, 2015).

6.3 Keterbatasan Penelitian

Swab vagina yang dilakukan untuk melihat siklus estrus hanya dilakukan
sekali, sehingga lama setiap fase dalam siklus tidak dapat digambarkan dengan
pasti. Gangguan siklus estrus dapat disebabkan oleh radikal bebas yang dapat
mengganggu pengeluaran hormon esterogen, progesterone, FSH, dan LH yang
dapat disebabkan oleh gangguan kualitas, fungsi folikel ovarium, dan fungsi
hipothalamus. Untuk melengkapi hasil penelitian ini, diperlukan studi lebih lanjut
mengenai pengaruh pemberian vitamin C dan vitamin E terhadap hormon
esterogen, progesterone, FSH, dan LH yang dapat disebabkan oleh gangguan
kualitas, fungsi folikel ovarium, dan fungsi hipothalamus yang telah diberi rhodamin

B.
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3. Vitamin E tidak dapat memperpendek siklus estrus tikus yang telah diberi
rhodamin B

4. Kombinasi vitamin C dan Vitamin E dapat memperpendek siklus estrus tikus

yang telah diberi rhodamin B
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7.2 Saran
1. Bagi masyarakat, rhodamin B merupakan zat yang berbahaya dan perlu
dihindari, karena dapat mengganggu siklus menstruasi. Apabila tidak dapat
menghindari, diperlukan tambahan bahan makanan yang mengandung

vitamin C dan E.
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Lampiran 2. Analisis Data
E Tes Normalitas
2 p— Tests of Normality
|_
@ 3 Kolmogorov -Smirnov® Shapiro-Wilk
m <L Statistic df Sig. Statistic df Sig.
> oc Lama Siklus Estrus .156 25 121 .973 25 716
=Y aa) a. Lillief ors Significance Correction
Oneway
Descriptives
a Lama Siklus Estrus
2 95% Confidence Interv al for
g Mean
= N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound [ Upper Bound | Minimum | Maximum
2 K- 5 .060 .1342 .0600 -.107 .227 .0 3
8 K+ 5 .500 .3082 1378 117 .883 3 1.0
& P1 5 .120 .2683 .1200 -.213 453 .0 6
P2 5 .300 .0000 .0000 .300 .300 3 3
P3 5 .120 .2683 .1200 -213 .453 .0 .6
< Total 25 .220 .2646 .0529 111 .329 .0 1.0
— Tes Homogenitas
= 3
% < Test of Homogeneity of Variances
= o Lama Siklus Estrus
% m Levene
2 Statistic df 1 df 2 Sig.
2.833 4 20 .052
ANOVA
Lama Siklus Estrus
g Sum of
3 Squares df Mean Sqguare F Sig.
2 Between Groups .652 4 .163 3.171 .036
2 Within Groups 1.028 20 .051
8 Total 1.680 24
o

<
2
)
o
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Post Hoc Tests

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Lama Siklus Estrus
LSD

Mean 95% Confidence Interval
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Difference (I-

(1) Kelompok (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
K- K+ -,4400" ,1434 ,006 -, 739 -,141
P1 -,0600 ,1434 ,680 -,359 ,239
P2 -,2400 ,1434 ,110 -,539 ,059
P3 -,0600 ,1434 ,680 -,359 ,239
K+ K- ,4400" ,1434 ,006 141 , 739
P1 ,3800" ,1434 ,015 ,081 ,679
P2 ,2000 ,1434 ,178 -,099 ,499
P3 ,3800" ,1434 ,015 ,081 ,679
P1 K- ,0600 ,1434 ,680 -,239 ,359
K+ -,3800" ,1434 ,015 -,679 -,081
P2 -,1800 ,1434 224 -, 479 ,119
P3 ,0000 ,1434 1,000 -,299 ,299
P2 K- ,2400 ,1434 ,110 -,059 ,539
K+ -,2000 ,1434 ,178 -,499 ,099
P1 , 1800 ,1434 224 -,119 A79
P3 ,1800 ,1434 ,224 -,119 A79
P3 K- ,0600 ,1434 ,680 -,239 ,359
K+ -,3800" ,1434 ,015 -,679 -,081
P1 ,0000 ,1434 1,000 -,299 ,299
P2 -,1800 ,1434 ,224 -, 479 ,119

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Kelompok

Means Plots
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Lampiran 3. Surat Etik

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
FAKULTAS KEDOKTERAN
KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN
Jalan Veteran Malang - 65145, Jawa Timur - Indonesia
Telp. (62) (0341) 551611 Ext. 168; 569117; 567192 - Fax. (62) (0341) 564755
http://www.fk.ub.ac.id e-mail : kep.fk@ub.ac.id

l KETERANGAN KELAIKAN ETIK
, (“ETHICAL CLEARANCE")

\\ No. 348 / EC / KEPK - S1-KB/12/2018

| KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS BRAWIJAYA,
| SETELAH MEMPELAJARI DENGAN SEKSAMA RANCANGAN PENELITIAN YANG DIUSULKAN,
DENGAN INI MENYATAKAN BAHWA PENELITIAN DENGAN
JUDUL : Pengaruh Pemberian Vitamin C dan Vitamin E terhadap Siklus Estrus,
‘ Jumlah Folikel dan Proliferasi Sel Epitel Serviks Tikus Putih (Rattus
| norvegicus) Galur Wistar Betina yang Diberi Rhodamin B.

PENELITI : Maulida Diah Setiawati
Eisa Amelya
‘ Rizky Kurniasari

UNIT / LEMBAGA :  S1 Kebidanan - Fakultas Kedokteran — Universitas Brawijaya Malang.

TEMPAT PENELITIAN : Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Malang.

DINYATAKAN LAIK ETIK.

Malang,
Ketua, s \

‘ \2/‘0 1, \\‘

Prof. Dr. dr. Moch. Istiadjid ES, SpS, SpBS(K), SH, M.Hum, Dr(Hk)
NIPK. 20180246051611001

Catatan :
Keterangan Laik Etik Ini Berlaku 1 (Satu) Tahun Sejak Tanggal Dikeluarkan

Pada Akhir Penelitian, Laporan Pelaksanaan Penelitian Harus Diserahkan Kepada KEPK-FKUB Dalam Bentuk Soft Copy.
Jika Ada Perubahan Protokol Dan / Atau Perpanjangan Penelitian, Harus Mengajukan Kembali Permohonan Kajian Etik
Penelitian (Amandemen Protokol).
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Lampiran 4. Dokumentasi

Prosedur Penelitian
a. Dibagi menjadi 5 kelompok
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d. Membuat Dosis vitamin

Membuat Vitamin E
Membuat Vitamin C
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Memberi Vitamin C dan Vitamin E

e. Memberi Rhodamin B
g. Menimbang tikus

f.
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h. Melakukan Swab Vagina
Melakukan Pengamatan Slide
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§ Lampiran 5. Curriculum Vitae
n s Nama : Maulida Diah Setiawati
L= NIM : 155070600111006
% 3 Jurusan/Angkatan : PSKB/2015
L < Tempat, Tanggal Lahir : Semarang, 18 Agustus 1997
% (a'ed Jenis Kelamin : Perempuan
s Kewarganegaraan : Indonesia
Agama : Islam
Alamat di Malang . J.Landungsari
Alamat Email : maulidadiah@gmail.com
Motto hidup : Man Jadda Wajada

LATAR BELAKANG PENDIDIKAN

2001 — 2003 TKIT Permata

2003 — 2009 SDN Sumbergirang Il

2009 — 2012 SMP Negeri 1 Puri Mojokerto
2012 — 2015 SMA Negeri 1 Puri Mojokerto
2015 — 2019 Program Studi Kebidanan Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya
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