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RINGKASAN

Lia Sawitri

Ekstrak Teh Hijau Mencegah Penurunan Ekspresi ER-a dan Jumlah Sel Epitel Mukosa
Tuba Fallopi pada Tikus Betina yang Dipapar Sipermetrin, Program Studi Magister
Kebidanan Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Ketua Komisi Pembimbing: dr.
Eviana Norahmawati, Sp.PA (K); Anggota : Dr. Dra. Sri Winarsih, Apt., MSi.

Infertilitas merupakan kegagalan untuk memperoleh kehamilan setelah satu
tahun atau lebih melakukan hubungan seksual secara rutin tanpa menggunakan alat
kontrasepsi. Salah satu faktor lingkungan yang berpengaruh terhadap infertil yaitu
pestisida. Pestisida yang sering digunakan yakni sipermetrin. Akumulasi sipermetrin
didalam tubuh dapat menyebabkan adanya stres oksidatif, yang akan mengganggu
sekresi FSH, sehingga menyebabkan pematangan folikel terganggu yang berakibat
pada penurunan hormon estrogen. Hormon estrogen berperan penting dalam proliferasi
sel-sel epitel mukosa pada tuba fallopi yang diperantarai oleh reseptor estrogen.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak teh hijau terhadap
ekspresi reseptor estrogen-a dan jumlah sel epitel mukosa pada tikus yang dipapar
sipermetrin. Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan post
test only control group design, menggunakan 25 tikus betina yang dibagi kedalam lima
kelompok. Kelompok kontrol negatif (tanpa perlakuan), kelompok kontrol positif
(sipermetrin 20mg/KgBB), Pl (sipermetrin 20mg/KgBB+ekstrak teh hijau 7 mg/tikus/hari),
Pl (sipermetrin 20mg/KgBB + ekstrak teh hijau 14 mg/tikus/hari), dan PlIl (sipermetrin
20mg/KgBB + ekstrak teh hijau 28 mg/tikus/hari).

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa rerata ekpresi RE-a tertinggi tampak pada
kelompok perlakuan 3 (sipermetrin 20mg/KgBB +ekstrak teh hijau 28 mg/tikus/hari). Nilai
rerata jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi tertinggi juga pada kelompok perlakuan 3
(sipermetrin 20mg/KgBB + ekstrak teh hijau 28 mg/tikus/hari).

Konsentrasi sipermetrin yang tinggi menyebabkan peningkatan ROS. Teh hijau
dapat berperan sebagai scavenging dalam radikal bebas. Polifenol ini, mempunyai gugus
hidroksil (-OH) sehingga dapat menetralkan radikal bebas dengan cara donor atom
hidrogen sehingga molekul non radikal yang stabil. Ekstrak teh hijau dapat mencegah
penurunan ekspresi reseptor esterogen-a dan berkurangnya jumlah sel epitel mukosa
pada tikus yang dipapar sipermetrin.
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SUMMARY

Lia Sawitri

Green Tea Extract Prevents the Decreasing of Estrogen-a Receptors and Number of
Mucosa Epithelium Cells of Fallopian Tube on Female Rats Exposed by Cypermethrin.
Graduate Program of Midwifery; Medical Faculty of Brawijaya University. Chairman of
the commission: dr. Eviana Norahmawati, Sp.PA (Chair); Member: Dr. Dra. Sri Winarsih,
Apt, MSi

Infertility is a failure to get pregnant after 1 years or more regular sexual
intercourse without using contracptives. One of environmental factors influencing infertility
rate is pesticide (Indrayani, 2011). Pesticides are often used is cypermethrin.
Accumulation of cypermethrin in human body might cause oxidative stress, which would
disturbs FSH secretion and it will also disturb follicle maturation which in turn reduces the
number of Estrogen hormons. In fact, Estrogen hormons play important role in
proliferation of mucosa epithelium cell on fallopian tube mediated by estrogen receptor.

This study aimed to explore the effect of green tea extract on expression of
Estrogen-a Receptors and number of mucosa epithelium cells on Rats exposed by
Sipermetrin. This is an experimental study employing post test only control group design,
using 25 female rats which are divided into five groups. The groups have negative control
group (without treatment), positive control group (cypermethrin 20mg/kg bodyweight), Pl
(cypermethrin 20 mg/Kg bodyweight+ 7 mg green tea extract / rat/day), Pll (20 mg
cypermethrin /kg bodyweight + 14 mg green tea extraxt/rat/day) and PIlll. (20 mg
cypermethrin /Kg bodyweight + 28 mg green tea extract/rat/day).

Based on Anova test, it is found out that the highest average of RE-a is on
treatment group 3(20 mg cypermethrin / kg bodyweight + 28 green tea extract / rat / day).
The highest average number of mucosa epithelium cell of fallopian tube is also on
treatment group 3 (20 mg cypermethrin / kg bodyweight + 28 green tea extract/rat/day).

High concentration of Sipermetrin on brain may increase ROS. Green tea
functions as scavenging for free radicals. The polyphenol has hydroxyl cluster (-OH) that
may neutralize free radicals by hydrogen atom donor to stabilize make non radical
molecule.

Green tea extract prevents decreased the RE-a receptors and also prevents to
reducing the number of mucosa epithelium cells of fallopian tube on rats which are
exposed by Sipermetrin.
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Infertilitas merupakan masalah yang sering dihadapi banyak pasangan suami
istri.. Masalah ini dapat diartikan sebagai suatu ketidakmampuan untuk hamil
setelah melakukan hubungan seksual secara teratur dan tanpa perlindungan alat
kontrasepsi apapun selama 12 bulan (Ombelet et al., 2008). Kumar et al., 2013
mengatakan ada sekitar 60-80 juta pasangan mengalami infertilitas. Diantara
pasangan yang mengalami masalah infertilitas, sebanyak 65% disebabkan oleh
faktor istri, 20% faktor suami dan 15% faktor lain yang belum diketahui
(Beckmann et al.,2010).

Roupa et al, 2009 mengatakan bahwa penyebab infertilitas pada wanita usia
subur adalah faktor tuba fallopi (27,4%), gangguan menstruasi (20%), masalah
pada uterus (9,1%), faktor ovarium (3,6%), kelainan seksual (2,7%) dan tidak
ketahui (24,5%).

Beberapa faktor penyebab infertilitas diantaranya fisik, psikologi dan
lingkungan. Faktor lingkungan yang berpengaruh meliputi polusi pada air atau
udara, bahan kimia pabrik, pestisida, merokok, alkohol serta penggunaan obat-
obatan (Indrayani, 2011). Salah satu pestisida yang sering digunakan yakni
sipermetrin. Pestisida jenis ini banyak digunakan karena harganya yang relatif
murah dan efektif dalam membunuh serangga atau hama (Pradani E.Y et al.,
2011).

Sipermetrin merupakan golongan pestisida jenis insektisida sintesis piretroid
tipe 11 yang memiliki spektrum luas. Piretroid merupakan senyawa lipofilik. Di
Indonesia, pada umumnya penggunaan sipermetrin - digunakan untuk
pengendalian hama atau serangga bagi buah dan sayuran, serta untuk obat

nyamuk semprot rumahan. Terdeteksi kadar residu sipermetrin yang terdapat
1
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pada produk ikan mayung jambal roti di Lamongan sebesar 0.027 — 2.124 mg/kg
(Amir et al, 2015). Indrayanti (2017) mengatakan sipermetrin 20 mg/kgBB pada
tikus, dapat memberikan pengaruh pada penurunan ekspresi Bcl-2 sel granulosa
dan penurunan jumlah folikel antral pada ovarium. Dari beberapa temuan diatas,
diketahui bahwa residu dari sipermetrin telah melewati ambang batas normal
residu pestisida, yakni sesuai dengan SNI 7313:2008, batas maksimum residu
sipermetrin yaitu 0.05 mg/kg (BSN., 2008).

Pemberian sipermetrin secara oral dengan dosis 1,38, 2,76 dan 5,52 mg/kgBB
pada tikus betina selama dua periode (6 minggu dan 12 minggu), menyebabkan
penurunan yang signifikan berat tuba fallopi pada kelompok 6 minggu dosis
tinggi dan pada kelompok 12 minggu dosis tengah dan tinggi dibandingkan
dengan kontrol. Tikus pada semua kelompok 6 minggu menunjukkan kesuburan
100%, sebanyak 80% dalam dosis rendah dan menengah serta sebanyak 60%
dalam perawatan dosis tinggi setelah 12 minggu. Tingkat kesuburan dinilai dari
periode kehamilan, jumlah janin dan berat janin (Al-Hamdania dan Yajurvedi,
2017)

Residu sipermetrin yang menempel pada sayur dan buah, dapat masuk ke
dalam tubuh manusia bersamaan dengan buah dan sayur yang dimakan. Buah
dan sayur tersebut tidak dicuci dengan benar atau dikonsumsi secara mentah.
Residu tersebut tidak terurai alami, dapat mengendap selama puluhan tahun di
dalam tubuh dan sangat berbahaya. Kondisi demikian dapat merusak sel-sel
yang menyusun tubuh melalui sistem syaraf dan peredarahan darah (Halim B,
2017).

Otak dianggap sangat rentan terhadap stres oksidatif dibandingkan organ
tubuh yang lain. Hal ini terjadi karena otak mengonsumsi oksigen dalam jumlah
yang tinggi. Selain itu otak banyak mengandung asam lemak tak jenuh ganda

dan memiliki kadar enzim antioksidan endogen yang rendah. Sipermetrin
2
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dilaporkan dapat menyeberang sawar otak. Kehadiran asam lemak tak jenuh
ganda diotak dan sifat alami sipermetrin yang lipofilik memungkinkan menjadikan
alasan banyaknya bahan kimia ini terakumulasi diotak, sehingga dapat
mempengaruhi fungsi dari hipotalamus (Sharma et.al., 2014).

Gangguan pada - hipotalamus akan mempengaruhi - produksi GnRH,
selanjutnya akan menggangu produksi FSH dan LH. Hal tersebut akan
mengakibatkan gangguan pada proses folikulogenesis dan menyebabkan
penurunan produksi hormon estrogen. Hormon estrogen yang masuk kedalam
sel akan berikatan dengan reseptor estrogen, sehingga mengakibatkan reseptor
estrogen menjadi aktif (McDonnel & Norris, 2002).

Reseptor estrogen terdapat di pembuluh darah, organ reproduksi, vesika
urinaria, paru, otak dan tulang. Tipe reseptor estrogen ada dua, yakni: reseptor
estrogen a (ER-a) dan reseptor estrogen 3 (ER-B) (Bulun et al., 2010). Hasil
penelitian Shao et al., (2007) menyampaikan bahwa ER-a terdeteksi pada sel
epitel bersilia, sekretori dan sel otot polos tuba fallopi. Salah satu hormon yang
mempengaruhi fungsi tuba fallopi yakni estrogen. Proliferasi yang terjadi pada sel
epitel mukosa tuba fallopi terjadi karena pengaruh dari estrogen. Hal tersebut
dapat membantu transportasi ovum ke uterus (Guyton et al., 2016).

Tuba fallopi memiliki peran yang penting dalam transportasi gamet dan
embrio. Tuba berfungsi dalam menangkap ovum saat fase ovulasi terjadi, lalu
mengantarkan ovum bertemu dengan sperma hingga terjadi konsepsi. Hasil
konsepsi berupa embrio diantarkan menuju ke uterus (Lyons et al.2006). Fungsi
tuba fallopi tersebut dipengaruhi oleh tiga faktor yaitu motilitas tuba, sillia tuba
dan cairan tuba.

Sel target sipermetrin diantaranya adalah otak, hati, syaraf dan organ
reproduksi. Didalam sel target Sipermetrin mengalami metabolisme yang dibantu

oleh sitokrom p450. Dalam proses metabolisme tersebut menghasilkan 3
3



phenobenzoid acid (3-PBCOH) dalam jumlah vyang tinggi, sehingga
menyebabkan radikal bebas. Dalam Gupta et al., (2008) Radikal bebas memilki
peran yang penting dalam mempengaruhi fungsi tuba fallopi. Radikal bebas di

tuba fallopi dapat menyebabkan sel mengalami apoptosis yang dapat memicu
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kegagalan implantasi, kehamilan ektopik, endometriosis, hydrosalpinx, dan
ovarium polikistik hingga mengakibatkan infertil (Umami et al., 2014).

Dalam menetralisir radikal bebas diperlukan antioksidan. Bahan alami yang
relatif aman dan telah banyak digunakan adalah Teh hijau (Camellia sinensis)
(Anindita et al., 2012). Teh hijau mengandung senyawal polifenol yang tinggi,
yaitu sekitar 30-40%, yang sebagian besar adalah katekin. Dalam kondisi setelah
pengolahan, senyawa katekin dalam teh hijau jumlahnya paling besar bila
dibandingkan dengan teh yang lain, yakni sebesar 10,04% sedangkan teh olong
sebesar 9,49% dan teh hitam 5,91% (Anjarsari, 2016).

Syah, 2006 mengatakan katekin sebagai antioksidan lebih kuat 25x
dibandingkan dengan vitamin E dan 100x bila dibandingkan dengan vitamin C.
Jenis katekin yang ' terdapat dalam teh hijau antara lain epikatekin (EC),
Epikatekin Galat (ECG), Epigallokatekin (EGC), Epigallokatekin Galat (EGCG)
(Anjarsari, 2016). Mitrowihardjo, 2012 menyatakan senyawa katekin tersebut
mempunyai manfaat karena sifatnya dalam menghilangkan bau dan sebagai
antioksidan.

Berdasarkan latar belakang diatas maka peneliti tertarik ingin mengetahui
pengaruh ekstrak teh hijau (Camellia sinensis) pada ekspresi reseptor esterogen
alpha (ER-a) dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus betina galur

wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar sipermetrin.
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1.2. Rumusan Masalah
“‘Apakah pemberian ekstrak teh hijau (Camellia sinensis) dapat mencegah
penurunan ekspresi ER-a dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus
betina galur wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar sipermetrin?”
1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Untuk membuktikan bahwa ekstrak teh hijau (Camellia sinensis) dapat
mencegah penurunan ekspresi ER-a dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi
pada tikus betina galur wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar sipermetrin.
1.3.2.Tujuan Khusus
1. Membuktikan bahwa pemberian ekstrak teh hijau (Camellia sinensis) dapat
mencegah penurunan ekspresi ER-a dan jumlah sel epitel mukosa tuba
fallopi pada tikus betina galur wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar
sipermetrin.
2. Mengetahui hubungan antara dosis pemberian ekstrak teh hijau (Camellia
sinensis) dengan ekspresi ER-a dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi
pada tikus betina galur wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar sipermetrin.
3. Mengetahui hubungan antara ekspresi ER-a dengan jumlah sel epitel
mukosa tuba fallopi pada tikus betina galur wistar (Rattus norvegicus) yang
dipapar sipermetrin.
1.4. Manfaat Penelitian
1.4.1. Manfaat Teoritis

Menambah pengetahuan mengenai dampak negatif penggunaan sipermetrin
terhadap organ reproduksi, dan memberikan bukti ilmiah mengenai teh hijau

(Camellia sinensis) sebagai antioksidan pada organ reproduksi.
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1.4.2. Manfaat Praktis

Penelitian ini dapat memberikan informasi mengenai dampak negatif dari
sipermetrin dan penggunaan teh hijau (Camellia sinensis) sebagai antioksidan.
Melalui informasi yang cukup, diharapkan masyarakat lebih berhati-hati dalam
menggunakan produk yang mengandung sipermetrin, serta dapat memilih bahan
alami sebagai upaya untuk mencegah efek negatif dari sipermetrin diantaranya

yakni dengan penggunaan teh hijau.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Infertilitas
2.1.1.Definisi Infertil

Infertilitas adalah ketidakmampuan untuk hamil dan melahirkan anak
setelah sekurang-kurangnya setelah satu tahun melakukan hubungan seksual

secara teratur tanpa perlindungan (Bobak et al, 2004).

Infertilitas diklasifikasikan menjadi dua yaitu: infertilitas primer dan infertilitas
sekunder. Infertilitas primer jika sebelumnya pasangan suami istri belum
pernah mengalami kehamilan sedangkan infertilitas sekunder jika
pasangan suami istri gagal untuk memperoleh kehamilan setelah satu tahun
pasca persalinan atau pasca abortus tanpa menggunakan alat kontrasepsi
apapun. Infertilitas dapat disebabkan oleh pihak istri maupun  suami

(Prawirohardjo, 2011).
2.1.2. Epidemiologi Infertilitas

Kumar et al, 2013 mengatakan ada sekitar 60-80 juta pasangan
mengalami infertilitas. Berdasarkan WHO, secara global ada sekitar 8-10 %
pasangan mengalami infertilitas atau sekitar 50-80 juta pasangan, di Amerika
sekitar 5 juta pasangan mengalami ketidaksuburan, sedangkan di Eropa
diperkirakan  jumlahnya mencapai 14% (Roupa et.al.,2009). Di Indonesia
diperkirakan ada 50 juta pasangan atau sekitar 15-20 % pasangan yang

mengalami infertilitas.
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2.1.3.Faktor penyebab infertilitas pada wanita yaitu :
1. Gangguan ovulasi

Gangguan ovulasi sekitar 30-40% dari seluruh kasus infertilitas pada
wanita. Gangguan ini-umumnya sangat mudah didiagnosis menjadi penyebab
infertilitas. Karena ovulasi sangat berperan dalam konsepsi, ovulasi harus dicatat
sebagai bagian dari penilaian dasar pasangan infertil. Terjadinya anovulasi dapat
disebabkan tidak ada atau sedikitnya produksi gonadotropin releasing hormon
(GnRH) oleh hipotalamus (40%), sekresi hormon prolaktin oleh tumor hipofisis

(20%), PCOS ( 30%), kegagalan ovarium dini (10%) ( Wiweko, 2013).
2. Kelainan Anatomis

Kelainan anatomis = yang sering ditemukan berhubungan dengan
infertilitas adalah abnormalitas tuba fallopii dan peritoneum, faktor serviks, serta

faktor uterus (Wiweko, 2013).
3. Infertlitas yang tidak dapat dijelaskan (Unexplained Infertility)

Infertilitas yang tidak dapat dijelaskan merupakan keadaan kurang normal
dari distribusi efisiensi reproduksi atau abnormal dari fungsi sperma atau o0osit,
fertilisasi, implantasi, atau perkembangan preembrio yang tidak dapat terdeteksi
dengan metode evaluasi standard. Unexplained Infertility dapat diartikan sebagai
ketidakmampuan untuk hamil setelah 1 tahun tanpa ditemukannya suatu
abnormalitas menggunakan prosedur pemeriksaan ginekologis rutin. Insidensi
infertilitas ini berkisar dari 10% sampai paling tinggi 30% di antara populasi

infertil, tergantung dari kriteria diagnostik yang digunakan (Wiweko, 2013).
4. Faktor gaya hidup dan lingkungan

Gaya hidup dan faktor lingkungan dapat mempengaruhi fertilitas dan harus

dipertimbangkan. Abnormalitas dari sekresi GnRH dan gonadotropin relatif sering
8
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pada berat badan lebih, obesitas dan yang berat badan kurang (BMI kurang dari
17). Frekuensi obesitas pada wanita dengan anovulasi dan suatu ovarium
polikistik telah dilaporkan adalah berkisar dari 35% hingga 60%. Paparan radiasi
dalam dosis tinggi, asap rokok, gas ananstesi, zat kimia, dan pestisida dapat
menyebabkan toxic pada seluruh  bagian tubuh  termasuk organ reproduksi

yang akan mempengaruhi kesuburan (Wiweko, 2013).
2.1.4. Patofisiologi Infertilitas

Beberapa penyebab dari gangguan infertilitas dari wanita diantaranya
gangguan stimulasi hipofisis hipotalamus yang mengakibatkan pembentukan
FSH dan LH tidak adekuat sehingga terjadi gangguan dalam pembentukan folikel
di ovarium (Molavi et al., 2014). Penyebab lain yaitu radiasi dan toksik yang
mengakibatkan gangguan pada ovulasi. Gangguan bentuk anatomi sistem
reproduksi juga penyebab mayor dari infertilitas, diantaranya cidera tuba dan
perlekatan tuba sehingga ovum tidak dapat lewat dan tidak terjadi fertilisasi dari
ovum dan sperma. Kelainan bentuk uterus menyebabkan hasil konsepsi tidak
berkembang normal walaupun sebelumnya terjadi fertilisasi. Abnormalitas
ovarium mempengaruhi pembentukan folikel. Abnormalitas servik mempengaruhi
proses pemasukan sperma. Faktor lain yang mempengaruhi infertilitas adalah
aberasi genetik yang menyebabkan kromosom seks tidak berkembang dengan
baik (Wiweko, 2013). Beberapa infeksi menyebabkan infertilitas dengan
melibatkan reaksi imun sehingga terjadi gangguan interaksi sperma sehingga
sperma tidak bisa bertahan, infeksi juga menyebabkan inflamasi zigot yang

berujung pada abortus (Beckmann et.al., 2010).
2.1.5.Diagnosa Infertilitas

Penyelidikan terhadap infertilitas biasanya segera dilakukan ketika ada

pasangan untuk berkonsultasi pertama kalinya. Jika pasangan telah melakukan
9
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usaha untuk memperoleh kehamilan selama kurang dari 1 tahun, maka akan
dianamnese beberapa pertanyaan guna memastikan permasalahan utama,
pertanyaan yang dapat diajukan antara lain mengenai ketidakteraturan siklus
menstruasi, riwayat adanya bedah pelvis, atau orkidopeksi yang tidak bisa
dihindari. Jika riwayat medis pasangan hasilnya normal, maka pasien harus
diberi penjelasan mengenai harapan peluang kehamilan kumulatif selama satu
periode waktu dan pemeriksaan lebih lanjut sebaiknya ditunda sampai pasangan

telah mencobanya selama periode satu tahun (Wiweko, 2013).

Pemeriksaan pada infertilitas dapat dilakukan melalui: pemeriksaan riwayat
infertilitas (anamnesis), pemeriksaan fisik, penilaian ovulasi, uji pasca senggama,

histerosalpingografi (HSG), laparoskopi (Wiweko, 2013).
2.1.6.Terapi Infertilitas

Penanganan  infertilitas harus dilakukan sesuai dengan faktor
penyebabnya. Diantaranya adalah gangguan ovulasi, endometriosis dan oklusi
tuba fallopi merupakan penyebab utama faktor perempuan sedangkan faktor
sperma terutama terkait jumlah dan motilitasnya. Karena itu untuk mengetahui

penyebab infertilitas perlu dilakukan anamnesis dan pemeriksaan yang terarah.

Penanganan infertilitas pada prinsipnya didasarkan atas 2 hal yaitu
mengatasi faktor penyebab / etiologi dan meningkatkan peluang untuk hamil.
Tindakan untuk mengatasi faktor penyebab infertilitas misalnya adalah dengan
melakukan induksi ovulasi (pada kasus anovulasi), reanastomosis tuba (oklusi
tuba fallopii) dan pemberian obat-obatan secara terbatas pada kasus faktor
sperma. Namun seringkali tindakan mengatasi faktor penyebab memberikan
hasil yang tidak efektif, oleh karena itu berbagai metoda dikembangkan untuk
meningkatkan peluang satu pasangan mendapatkan kehamilan, seperti stimulasi

ovarium, inseminasi dan fertilisasi in vitro (Wiweko, 2013).
10
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2.2. Reseptor Estrogen

Estrogen dapat berfungsi jika berikatan dengan reseptornya, reseptor
estrogen terdapat di dalam sel. Gen reseptor estrogen bertugas mengkode
protein yang berfungsi sebagai reseptor estrogen, yaitu ligan mengaktivasii
faktor transkripsi beberapa domain penting sebagai tempat berikatan dengan
hormon. Baik estrogen maupun reseptornya merupakan faktor penting dalam
pertumbuhan dan fungsi dari organ reproduksi (Gruber et al., 2002).

Untuk dapat berikatan dengan reseptornya, estrogen harus menembus
permukaan sel dan masuk kedalam sel (sitoplasma) kemudian berikatan dengan
reseptor estrogen di sitoplasma dan membentuk ikatan hormon reseptor pada
Estrogen Responsive Element yang kemudian bergerak menuju inti sel untuk
berikatan dengan DNA. (Speroff & Fritz, 2005).

Reseptor dari hormon estrogen ada dua macam yaitu: ER-a dan ER-.
Keduanya dapat terekspresi bila berikatan dengan estrogen. Reseptor estrogen
terdapat di pembuluh darah, organ reproduksi, vesika urinaria, paru, otak dan
tulang. Reseptor tersebut memungkinkan terjadinya efek langsung pada
pembuluh darah, baik pada sel otot maupun pada sel endotel. ER-a lebih banyak
ditemukan pada endometrium, payudara, jaringan hipotalamus dan stroma
ovarium, uterus, tuba fallopi, ginjal, hati dan jantung sedangkan ER-B banyak
ditemukan pada ovarium, mukosa intestinal, parenchyma, paru, sumsum tulang,
tulang, sistem hemopoietic, sistem saraf pusat, sel endothelial dan kelenjar
prostat .(Gruber et al., 2002; Ganong, 2010).

ER-a terekspresi paling banyak pada organ reproduksi wanita. Salah
satunya pada tuba fallopi. Selama siklus menstruasi eskpresi ER-a dan ER-
menurun pada fase sekresi akhir dibandingkan dengan fase poliferasi. (Gruber et

al., 2002).

11
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Penelitian yang dilakukan oleh Respatiningrum (2017), menyebutkan
bahwa paparan sipermetrin dosis 10, 15 dan 20 mg/KgBB berpengaruh terhadap
ketebalan endometrium. Penurunan tersebut menunjukkan adanya aktivitas
estrogenik. Sipermetrin memiliki similar moiety dengan hormon reproduksi dan
dapat berinteraksi dengan reseptor melalui pengikatan dengan residu asam
amino pada binding site reseptor. Kemiripan struktur sipermetrin dengan
estrogen mengakibatkan reseptor estrogen non active sehingga signal transduksi
untuk efek proliferasi menjadi terhambat (Mc Carthy, et.al. 2006).

2.3. Tuba Fallopi

Ovarium dihubungkan dengan tubular atau tuba fallopii (seromuscular)
yang bentuknya seperti tabung, pada manusia masing-masing panjangnya + 10
cm dengan diameter bervariasi pada setiap bagian tuba, yaitu pars intersitialis 1
mm, pars istmika tubae 2,5 mm sedangkan pars ampula serta pars infundibulum
dengan fimbriae masing-masing 6 mm. Dinding tuba terdiri dari 3 lapisan yaitu
mukosa, muskularis, dan serosa.

Tuba fallopii memiliki fungsi untuk menangkap ovum saat ovulasi, lalu
mengantarkan ovum untuk bertemu dengan sperma sampai terjadinya konsepsi.
Fungsi tersebut dipengaruhi oleh pergerakan epitel tuba oleh otot polos, jumlah
epitel bersilia dan epitel sekretorik tuba (Lyons, et al. 2006). Dalam Yesdelita
(2010) menyebutkan bahwa sekresi oleh uterus akan menyebabkan sperma
bertahan dengan baik didalam tuba dan memungkinkan akan mengalami
kapasitasi yaitu suatu proses biokimiawi yang sangat kompleks untuk membuahi
00sit.

Lapisan pertama adalah mukosa, pada lapisan ini terdapat beberapa jenis
sel yang berbeda yaitu sel epitel silindris bersilia (25%), sel sekretorik (60%), dan
sel peg narrow (<10%). Mukosa ini memiliki banyak lipatan yang disebut plicae,

paling banyak terdapat dalam ampula. Pada lapisan mukosa terdapat dua
12
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macam sel epitel yang berbeda, yakni sel yang memiliki silia yang aktif bergetar
menjelang oosit lewat, tipe sel ini menjamin kelancaran transport oosit embrio
menuju uterus, yang kedua adalah sel tanpa silia banyak mengandung butir
sekret/ cairan didalamnya, diduga menghasilkan sekret yang bersifat nutritif bagi
embrio, aktivitas epithel ini ternyata sejalan dengan aktivitas seluruh saluran
reproduksi meskipun tidak sebaik uterus. Lamina propria terdiri atas jaringan ikat
longgar dengan banyak sel dan serabut retikuler. Serabut otot polos sering
tampak didalamnya. Sub mukosa terdiri atas jaringan ikat longgar berbatasan
langsung dengan mukosa, selama fase proestrus awal, sel epitel bersilia
mengalami hipertrofi dan terjadi peningkatan aktivitas pada sel epitel sekretorik,
sel epitel ini menunjukkan perubahan berdasarkan siklus follikuler sesuai fasenya
yaitu akan terlihat tinggi selama fase follikuler karena kadar estrogen darah tinggi
dan menjadi rendah pada saat luteal akhir. Sel sekretorik tuba yang berisi cairan
nutritif banyak mengandung mukoproteins, elektrolit dan enzim yang diduga
berasal dari transudasi selektif darah dan sekresi aktif dari lapisan epitel, cairan
tersebut akan meningkat pada saat fase proestrus (El-Mowafi, 2012).

Lapisan kedua adalah muskularis, yang merupakan lapisan otot polos yang
mengelilingi mukosa, keduanya dibatasi oleh lapisan jaringan ikat yang sangat
tipis yaitu otot polos sirkuler sebelah dalam dan otot polos longitudinal sebelah
luar, lapisan otot polos ini semakin menebal pada tuba yang menuju ke uterus,
kontraksi otot polos ini akan menghasilkan gerakan peristaltik yang berfungsi
untuk membantu perpindahan ovum menuju rahim, diantara keduanya terdapat
jaringan ikat yang mengandung pembuluh darah yang dikenal sebagai stratum
vaskulare, pada bibir infundibulum atau fimbrae otot polos hampir tidak tampak
atau hanya soliter. Semakin menuju uterus lapisan otot polos semakin jelas
bahkan membentuk dua lapis yang berbeda susunannya, tunika muskularis

dengan gerakan peristaltiknya bertugas mendorong oosit atau embrio menuju
13
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uterus. Gerakan peristaltik ini dipengaruhi oleh tiga sistem intrinsik yaitu hormon
estrogen-progesteron,  sistem adrenergik-non - adrenergik - dan  hormon
prostaglandin. Hormon estrogen dapat merangsang motilitas tuba sedangkan
progesteron menghambat motilitas tuba (El-Mowafi, 2012). Lapisan ketiga adalah
serosa sebagai lapisan terluar atau terusan dari selaput peritoneum yang terdiri

dari jaringan ikat (Almeida, 2001).

Gambar 2.1 Histologi tuba fallopi tikus
Keterangan:Ampulla (A), Isthmica (B). Muskuler (M), Mukosa (F) dan Lumen (L).
(Croxato, HB. 2002. Physiology Of Gamete And Embryo Transport Through
The Fallopian Tube. Facultad de Ciencias Biologicas.)

2.4. Sipermetrin
2.4.1. Sipermetrin

Sipermetrin adalah kelompok insektisida golongan piretroid sintentik.
Piretroid merupakan insektisida alami yang berasal dari ekstrak bunga
Chrysanteum Phyretrum. Piretroid alami cukup mahal dan tidak stabil bila
terkena cahaya matahari,sehingga dibuatlah piretroid sintetik. Sipermetrin
merupakan piretroid generasi kedua yang memiliki sprektrum vyang luas,

toksisitas yang tinggi pada serangga dan ikan (Sun et al., 2014).
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Insektisida ini sudah mulai dikenal sejak tahun 1970 dan berkembang
sangat cepat. Insektisida golongan ini banyak dipilih karena harganya yang
murah dan spektrumnya yang luas. Sipermetrin merupakan insektisida sintetis
piretroid yang mempunyai efek racun perut dan racun kontak. Banyak digunakan
petani sebagai pestisida tanaman buah atau sayur dan merupakan salah satu
bahan aktif yang digunakan dalam formulasi obat nyamuk aerosol. Batas minimal

risk level (MRLS) sipermetrin per oral adalah 0,02 mg/kg/day (ATSDR, 2006).

Nama dagang dari sipermetrin antara lain Ripcord 10 EC, Cymbush 25
EC dan Barricade. Sipermetrin berwujud cairan kental, berbau menyengat, rela tif
tidak menguap, stabil terhadap panas, dan larut dalam pelarut non polar (aceton,
alkohol, xylene, dan khloroform), serta mempunyai kelarutan yang rendah dalam

air (0,009 ppm) (Haryati, 2006)

Keterangan fisiologis bahan kimia:

Nama ;. alpha-cyano-3-phenoxybenzyl ester of 2,2-
dimethyl-3-(2,2-dichlorovinyl)-2-2-cyclopropane
carboxylic acid

Rumus Kimia ;. C22H19CI2NO3

Berat Molekul . 416,3 g/Mol

Massa Jenis : 1.204 g/mL pada 25 EC
Titik Lebur : 60-80°C

Titik Didih rsit2161°@

Tekanan Uap : 3.1E-9 mm Hg pada 20°C
Kelarutan Air : 7.6 ppb pada 25°C
Warna . Coklat kekuningan

zat aktif insektisida  :  senyawa sianida

15
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Gambar 2.2. Struktur Kimia Sipermetrin (USEPA, 2006)

Pada mamalia, sipermetrin terakumulasi dalam lemak tubuh, kulit, hati,
ginjal, kelenjar adrenal, ovarium, paru-paru, darah dan jantung. Sipermetrin
bersifat toksik, pada mamalia efek utama yang ditimbulkan adalah menghambat
asetilkolinesterase yang menyebabkan aktifitas kolinergik yang berlebihan,
perangsangan reseptor kolinergik secara terus menerus akibat penumpukan
asetilkolin  yang tidak dihidrolisis.  Penghambatan asetilkolinesterase juga
menimbulkan polineuropati (neurotoksisitas) mulai terbakar sampai kesemutan,
terutama di kaki akibatnya kesukaran sensorik dan motorik dapat meluas
ketungkai dan tangan (terjadi ataksia). Penggunaan pada tanaman, sipermetrin
pada sayuran dapat menyebabkan akumulasi residu dalam organ tanaman dan

dapat mempengaruhi konsumen (Adjrah et al., 2013).

2.4.2. Efek Sipermetrin Pada Reproduksi

Berdasarkan beberapa penelitian, efek sipermetrin pada sistem
reproduksi yang merugikan antara lain, penurunan jumlah sperma pada tikus,
penurunan jumlah situs implantasi, jumlah janin yang hidup dan berat badan
janin pada kelinci (Al-Hamdani et.al., 2010). Paparan sipermetrin pada hewan
laboratorium bunting dapat mempengaruhi keturunan mereka. Beberapa
kelainan organ dan tulang otot juga telah diamati pada keturunan kelinci bunting

yang dipapar sipermetrin (Ullah et.al., 2006). Pemberian sipermetrin per oral
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dengan dosis 50mg/kg mengakibatkan atresia folikel dan laporan lainnya
menunjukkan bahwa adanya penurunan pada kadar serum estradiol dan

progesteron pada tikus yang dipapara sipermetrin (Molavi et.al.,2014).

Pemberian sipermetrin secara oral dengan 1,38, 2,76 dan 5,52 mg/kgBB pada
tikus betina selama dua periode (6 minggu dan 12 minggu), menyebabkan
penurunan yang signifikan dalam jumlah siklus estrus per bulan, kadar serum
estradiol, jumlah folikel ovarium yang sehat dan jumlah corpora lutea serta
penurunan yang signifikan berat tuba fallopi pada kelompok 6 minggu dosis
tinggi dan pada kelompok 12 minggu dosis tengah dan tinggi sedangkan ada
peningkatan jumlah folikel atretik dari semua kategori dibandingkan dengan
kontrol. Tikus pada semua kelompok yang dirawat setelah 6 minggu pengobatan
menunjukkan kesuburan 100%, sebanyak 80% dalam dosis rendah dan
menengah serta sebanyak 60% dalam perawatan dosis tinggi setelah 12 minggu.
Tingkat kesuburan dinilai dari periode kehamilan, jumlah janin dan berat janin (Al-
Hamdania dan Yajurvedi, 2017)

2.4.3. Farmakokinetik Sipermetrin

Rute paparan sipermetrin pada mamalia berbeda dibandingkan serangga.
Sipermetrin merupakan piretroid yang memiliki jalur metabolisme mamalia
sejenis, sehingga memiliki kesamaan pada metabolisme dari 17 B-estradiol (Mc

Carthy, et.al., 2006).

2.4.3.1. Absorbsi

Sipermetrin yang merupakan golongan piretroid generasi Il diserap dari
saluran pencernaan. Piretroid merupakan senyawa lipofilik, mereka menyebrangi
sel-sel usus dan masuk ke sirkulasi oleh difusi melintasi membran lipid sel.
Diduga sebagaian besar penyerapan terjadi di usus. Penyerapan piretroid tipe Il

pada pemberian oral telah ditujukkan oleh adanya senyawa piretroid dalam
17
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plasma, urin, feses dan susu (ATSDR, 2003). Bradberry et.al., 2005 menyatakan

sekitar 19-57 % sipermetrin per oral dapat diserap.
2.4.3.2. Distribusi

Piretroid didistribusikan secara luas dan cepat pada jaringan dengan
kandungan lipid yang tinggi, termasuk lemak dan jaringan saraf pusat dan
perifer, karena sifatnya yang lipofilik. Penelitian pada beberapa species mamalia
mengkorfirmasi bahwa piretroid secara luas dan cepat didistribusikan ke banyak
jaringan termasuk hati dan ginjal, dan terkonsentrasi di jaringan saraf pusat dan
perifer. Konsentrasi dalam jaringan saraf yang tinggi di saraf sciatic, diikuti
hipotalamus, korteks frontal, hippocampus, otak kecil dan medulla oblongata

(ATSDR,2003).
2.4.3.3. Metabolisme

Sipermetrin dimetabolisme melalui pembelahan hidrolitik ester dan jalur
oksidatif oleh enzim CYP-450 (Sanker et.al., 2010). Metabolisme sipermetrin
sangat mirip dengan semua species yang terlibat dalam pembelahan ikatan ester
untuk membentuk asam  phenoxybenzoic (PBA) dan derivat asam
cyclopropananecarboxylic yang diekskresikan sebagai konjugat (Mc Carthy A.R,
et.al., 2006). Pembelahan hidrolitik dari ikatan ester diikuti oleh oksidasi yang
menghasilkan 3-hidroksi phenobenzoic (3-PBCOH) (Mc Carthy, et.al., 2006).
Metabolit ini kemudian umumnya dimetabolisme lebih lanjut dan membentuk
produk terkonjugasi dengan senyawa seperti glisin, sulfat, dan asam glukuronat

(ATSDR, 2003)
2.4.3.4. Ekskresi

Pada manusia yang terpapar dosis tunggal piretroid tipe II, ekskresi

berdasarkan metabolit dalam urin diperkirakan 6 dan 13 jam. Sekitar 35-50% dari
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dosis diekskresikan dalam urin sebagai metabolit selama 5 hari pertama setelah
pemberian, dengan puncak ekskresi urin diamati selama 24 jam pertama setelah

pemberian dosis (ATSDR, 2003).

Eliminasi piretroid yang telah dilakukan pada tikus menunjukkan 90% dari
dosis dieliminasi dalam 24 jam sampai 48 jam, diikuti dengan tingkat yang lebih

lambat untuk sisa 10% selama periode minggu (Bradbury dan Coats, 1989).

2.4.4. Mekanisme Toksisitas
2.2.4.1. Sipermetrin sebagai Estrogenic Endocrine Disruptors

Piretroid tipe Il termasuk sipermetrin_ memliki similar moiety dengan
hormon  reproduksi, yaitu - hormon esterogen. Karena kondisi tersebut
menyebabkan bahan kimia ini dianggap sebagai endocrine disruptors, yang
didefinisikan sebagai “agen eksogen” yang mengganggu produksi, rilis,
transportasi, metabolisme, mengikat, aksi atau penghapusan hormon alami
dalam tubuh yang berfungsi sebagai homeostasis, reproduksi dan regulasi
proses perkembangan. Sipermetrin bertanggung jawab pada gangguan endokrin
dengan jalur yang berbeda dibeberapa organisme (Kiyama, et.al., 2015; Jin

et.al.,2010).

Bretveld et.al., 2006 mengatakan bahwa salah satu mekanisme
gangguan fungsi hormonal wanita yaitu dengan mengikat reseptor hormon.
Hormon yang berikatan dengan reseptor, berfungsi untuk menafsirkan pesan.
Hanya hormon tertentu yang dapat mengikat reseptor yang khusus. Sejumlah
agen lingkungan dapat mengubah proses dengan meniru hormon alami (mimicry)
atau dengan menghambat reseptor (antagonis), kondisi demikian terjadi bila

pengganggu endokrin dalam konsentrasi tinggi.
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Mekanisme lain yang mungkin adalah gangguan pada sistem saraf pusat
(SSP). SSP sangat penting dalam integrasi aktivitas dan perilaku hormonal.
Gangguan dalam mekanisme ini dapat mengganggu fungsi dan kerja endokrin
dalam menghasilkan hormon. Sejak diketahui bahwa sipermetrin. neurotoksik,
maka dapat diketahui bahwa bahan kimia. ini dapat merusak aktivitas SSP dan
fungsi sel otak. Serta dapat mengubah fungsi hipotalamus dan hipofise (Bretveld
et.al., 2006).
2.2.4.2. Sipermetrin Memicu Radikal Bebas dan Stres Oksidatif

Sipermetrin dimetabolisme melalui pembelahan hidrolitik ester dan jalur
oksidatif oleh enzim CYP-450 sehingga menghasilkan radikal bebas yang dapat
menyebabkan radikal bebas dan bertanggung jawab terhadap pada stres
oksidatif. Radikal bebas yang terus-menerus dapat menyebabkan kerusakan
lipid, protein dan DNA dalam sel hingga akhirnya menyebabkan kematian sel.
Beberapa studi telah menunjukkan bahwa sipermetrin merusak otak, hati, ginjal,
eritrosit melalui stres oksidatif (Sankar et.al., 2010).

Otak dianggap sangat rentan terhadap stres oksidatif dibandingkan organ
tubuh yang lain. Hal ini terjadi karena otak mengonsumsi oksigen dalam jumlah
yang tinggi. Selain itu otak banyak mengandung asam lemak tak jenuh ganda
(PUFA) dan memilikin kadar enzim antioksidan endogen yang rendah.
Sipermetrin dilaporkan dapat menyeberang sawar otak. Kehadiran PUFA diotak
dan sifat alami sipermetrin yang lipofilik memungkinkan menjadikan alasan
banyaknya bahan kimia ini terakumulasi diotak. Dalam sebuah penelitian, terjadi
peningkatan peroksidasi lipid juga dikaitkan dengan penurunan Glutathione
tereduksi (GSH) dan penurunan antioksidan enzimatik yaitu superoksida
dismutase (SOD), Catalase (CAT) dan Glutathione Peroksidase (GPx) (Sharma

et.al., 2014).
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Hidrogen peroksida (H,O,) merupakan oksidan non radikal dan bila
bereaksi dengan logam transisi (Fe?") maka akan berubah menjadi radikal bebas
(radikal reaktif hidroksil/reaksi fenton (Muchtadi, 2013)). Radikal hidroksil
memisahkan elektron dari asam lemak tak jenuh ganda (RH) dan menimbulkan
radikal carbon centred lipid (R’). Lipid radikal yang bereaksi dengan molekul
oksigen maka berubah menjadi radikal lipid peroksil. Jika radikal lipid peroksil
tidak direduksi oleh antioksidan maka akan terjadi proses peroksidasi lipid
(Winarsi, 2007).

Peroksidasi lipid dapat menyebabkan kerusakan sel, diantaranya sel otak
dan sel tuba fallopi. Kerusakan sel otak dapat mempengaruhi fungsi hipotalamus.
Penurunan fungsi hipotalamus menyebabkan produksi FSH juga menurun,
sehingga menyebabkan folikulogenesis  didalam ovarium terganggu dan
berakibat pada penurunan hormon estrogen. Kondisi estrogen yang rendah
dapat menyebabkan penurunan aktivitas enzim SOD dan enzim GPx
(Muthusami, et.al, 2005; Wauquier. et.al, 2009).

Peroksidasi lipid juga menyebabkan kerusakan pada sel-sel tuba fallopi
yaitu pada sel-sel epitel mukosa pada tuba. Kerusakan sel tersebut
menyebabkan sel epitel tidak mampu berproliferasi sehingga akan menghambat
transportasi ovum untuk bertemu sperma.

2.5. Radikal Bebas, Reactive Oxygen Spesies (ROS) dan Stres Oksidatif
2.5.1.Radikal bebas

Radikal bebas didefinisikan sebagai molekul yang memiliki elektron tidak
berpasangan dan umumnya tidak stabil dan sangat reaktif (Fang et al., 2002).
Elektron tidak berpasangan menyebabkan radikal bebas secara kimiawi menjadi
sangat aktif. Radikal bebas dapat bermuatan positif (kation), negatif (anion), atau
tidak bermuatan. Sumber radikal bebas dapat berasal dari proses metabolisme

dalam tubuh (internal) dan berasal dari luar tubuh (eksternal). Radikal bebas dari
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dalam tubuh yaitu superoksida (O,*), hidroksil (OH*), peroksil (LOO%),
hidrogenperoksida ' (H202), singlet oxygene (10,), oksida nitrit' (NO¥*), dan
peroksinitrit (ONOO*). Radikal bebas dari luar tubuh antara lain berasal dari:
asap rokok, polusi, radiasi, sinar UV, obat, pestisida, limbah industri, dan
ozon (Halliwel & Gutteridge, 2007).

Radikal bebas pada umumnya mempunyai efek yang sangat
menguntungkan, seperti membantu destruksi sel-sel mikroorganisme dan kanker.
Akan tetapi, radikal bebas yang berlebihan dan produksi antioksidan yang tidak
memadai dapat menyebabkan kerusakan sel-sel jaringan dan enzim-enzim
(Halliwell & Gutteridge, 2007).

Di antara senyawa-senyawa oksigen reaktif, radikal hidroksil (OH%*)
merupakan senyawa Yyang paling berbahaya karena mempunyai tingkat
reaktivitas sangat tinggi. Radikal hidroksil dapat merusak tiga jenis senyawa yang
penting untuk mempertahankan integritas sel yaitu asam lemak tak jenuh yang
merupakan komponen penting fosfolipid penyusun membran sel, DNA, yang
merupakan piranti genetik dari sel, protein, yang memegang berbagai peran
penting seperti enzim, reseptor, antibodi, pembentuk matriks, dan sitoskeleton
(Halliwell & Gutteridge, 2007).

Keseimbangan antara manfaat dan efek berbahaya dari radikal bebasl
adalah aspek yang sangat penting dalam hidup organisme dan dapat dicapai
dengan mekanisme yang disebut "regulasi redoks". Proses "regulasi redoks"
melindungi hidup organisme dari berbagai stres oksidatif dan menjaga
“homeostasis redoks" (Droge, 2002). Oksigen dan nitrogen radikal bebas dapat
diubah menjadi spesies lain non-radikal reaktif, seperti hidrogen peroksida, asam
hipoklorit (HOCI), asam hypobromous (HOBr), dan peroxynitrite (ONOO) (Evans

& Halliwll, 2001).
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2.5.2.Stres Oksidatif

Stres oksidatif adalah keadaan dimana terjadi ketidakseimbangan antara
radikal bebas dan antioksidan. Stres oksidatif dapat berasal dari terjadinya
mutasi pada enzim yang berperan sebagai antioksidan sehingga menyebabkan
penurunan atau menghilangnya antioksidan dalam tubuh. Stres oksidatif terjadi
ketika produksi ROS alamiah tidak dapat diseimbangkan oleh kapasitas
antioksidan jaringan sehingga menginduksi kerusakan komponen seluler secara
irreversibel dan memicu kerusakan DNA mitokondria, dan peningkatan apoptosis
sel, juga kerusakan kompartemen selular lainnya yang berakhir pada produksi
radikal bebas yang berlebihan (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Pencegahan stres oksidatif dapat dilakukan melalui 3 tahap, yaitu dengan
menurunkan pajanan ke polutan lingkungan yang mengandung oksidan,
meningkatkan jumlah antioksidan endogen dan eksogen, dan menurunkan stres
oksidatif dengan menstabilkan produksi dan efisiensi energi mitokondria. Stres
oksidatif endogen dapat dipengaruhi dengan dua cara, yaitu dengan mencegah
formasi radikal bebas atau menghilangkan efek radikal bebas dengan
antioksidan (Zalukhu et al, 2016).

2.6. Antioksidan

Antikoksidan merupakan senyawa yang dapat menghambat spesies oksigen
reaktif, spesies nitrogen, dan radikal bebas lainnya sehingga mampu mencegah
penyakit-penyakit degeneratif seperti kardiovaskular, kanker dan penuaan.
Senyawa antioksidan diperlukan tubuh untuk menghambat radikal bebas dan
mencegah kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas pada sel normal,
protein, dan lemak. Antioksidan memiliki struktur molekul yang dapat
memberikan elektronnya kepada molekul radikal bebas tanpa mengganggu

fungsinya dan dapat memutus reaksi berantai (Halliwell & Gutteridge, 2007).
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Enzim antioksidan atau antioksidan endogenous enzimatik adalah SOD,
CAT, GPx dan glutation reduktase. SOD adalah protein yang mengandung
logam yang mengkatalisis penghapusan superoksida untuk menghasilkan air
peroksida sebagai produk akhir dari dismutasi. Tiga isoform SOD terdapat di
semua sel eukariotik, yaitu isoform tembaga dan zinc (di sitoplasma, nukleus,
plasma) dan isoform mangan terdapat di mitokondria.

Catalase (CAT) mengandung enzim yang mengkonversi hidrogen peroksida
(H202) menjadi air dan O, dan sebagian besar terdapat di organel subselular
seperti peroksisom. Mitokondria dan retikulum endoplasma mengandung sedikit
CAT, sehingga H202 intraseluler tidak bisa dihilangkan kecuali berdifusi ke
peroksisom.

Glutathione peroxidases (GSH-Px) mengeluarkan H  untuk membantu
mengurangi oksidasi GSH. GSH-Px juga dapat mengurangi peroksida lain,
seperti hidroperoksida asam lemak. Enzim ini terdapat sitoplasma dengan
konsentrasi millimolar dan juga terdapat dalam matriks mitokondria (Pacheco &
Gonsebatt, 2009).

Mekanisme pertahanan terhadap radikal bebas yang disebabkan oleh
kerusakan oksidatif meliputi:

1. Menghapus katalitik akibat radikal bebas dan spesies reaktif oleh faktor-
faktor seperti CAT, SOD, peroksidase.

2. Mengikat protein (transferrin, metallothionein, haptoglobin, caeroplasmin)
menjadi ion logam pro-oksidan, seperti besi dan tembaga.

3. Perlindungan terhadap kerusakan makromolekul oleh protein karena stres
atau heat shock protein.

4. Mengurangi radikal bebas dengan donor elektron, seperti GSH, vitamin E

(tokoferol), vitamin C (Asam askorbat), bilirubin, dan asam urat (Pacheco &

Gonsebatt, 2009).
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2.7. Teh Hijau (Camellia sinensis)

Gambar 2.3. Daun Teh Hijau (Camellia sinensis)

Teh umumnya tumbuh dengan baik di daerah beriklim tropis atau sub tropis
dengan ketinggian 200 sampai 2000 m di atas permukaan laut, dengan suhu
kelembapan berkisar antara 14-25 C. Teh merupakan pohon berdaun hijau
dengan tinggi 10-15 meter. Daun berwarna hijau muda dengan panjang 5-30 cm
dan lebar sekitar 4 cm. Tanaman ini memiliki bunga yang berwarna putih dengan
diameter 2,5-4 cm dan biasanya berdiri sendiri atau saling berpasangan (Soraya,
2007).

Daun teh hasil produksi terbagi atas empat kelompok. Pengelompokan
berdasarkan pada proses produksi yaitu teh hijau dan teh putih (tanpa
fermentasi), teh oolong (semi-fermentasi) dan teh hitam (dengan fermentasi) (Yin
Jie et al., 2012).

2.7.1. Klasifikasi Teh Hijau

Teh hijau berasal dari daun segar atau kering tanpa proses fermentasi.
Daun yang diambil merupakan daun dari pucuk, yang hampir berwarna putih.
Teh flush merupakan istilah untuk pucuk muda, yang terdiri dari daun yang masih
kuncup dan dua daunyang berdekatan dengan pucuk. Total polifenol pada
pucuk terdiri 20% sampai 35%, 60-80% merupakan katekin (Cooper et al., 2005).

Polifenol pada teh hijau memiliki aktivitas antioksidan yang kuat. Aktivitas
antioksidan polifenol teh hijau lebih besar dari vitamin C atau E, yang memiliki

efek perlindungan terhadap radikal bebas. Polifenol yang diisolasi dari teh hijau
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mampu menghambat superoksida radikal (O), hidroksil radikal (OH") dan peroxyl
radikal (ROO"). Kemampuan polifenol dari teh hijau untuk menghambat ROS di
semua kompartemen selular, dalam berbagai sel dan kompartemen tubuh yang
berbeda sebelum terjadinya kerusakan (Wu Weanbiao, 2013).

Klasifikasi tanaman teh Camelia sinensis secara taksonomi sebagai

berikut :

Divisi : Magnoliophyta

Sub divisi : Spermatopphyta

Kelas : Magnoliopsida

Sub kelas : Dileniidae

Ordo (bangsa) : Theales

Familia (suku) . Camelliaceae (Theaceae)
Genus (marga) : Camellia

Spesies (jenis) . Camellia sinensis L.

(Widyaningrum, 2013).
2.7.2. Komposisi Teh Hijau

Teh merupakan minuman yang paling banyak dikonsumsi di dunia dan
telah menjadi produk pertanian penting karena mempunyai manfaat besar untuk
kesehatan manusia, antara lain menurunkan kolesterol, mencegah hipertensi,
antioksidan, antimikroba, perlindungan terhadap penyakit kardiovaskuler dan
kanker (Zuo et al., 2002).

Pucuk daun muda pada teh mengandung senyawa polifenol golongan
katekin, kafein dan asam amino. Total polifenol pada pucuk terdiri dari
20% sampai 35% dari berat kering daun teh, 60-80% merupakan katekin (Cooper
et al., 2005). Katekin merupakan salah satu komponen bioaktif teh yang sangat
mempengaruhi kualitas warna, aroma dan rasa pahit pada teh yang berfungsi

sebagai antioksidan (Effendi.et al., 2010). Kadar kafein serta polifenol golongan
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katekin akan berkurangan jika daun teh semakin tua, sehingga akan
mempengaruhi kualitas warna, aroma dan rasa.
Katekin adalah kandungan yang paling penting dari teh hijau meliputi:

Epicatechin - (EC),  Epigallocatechin (EGC), Epicatechin gallate (ECG),
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Epigallocatechin gallate (EGCG). Katekin pada teh hijau adalah yang paling
berperan melawan superoksida, hidrogen peroksida, radikal hidroksil, dan asam
nitrat yang berasal dari berbagai bahan kimia. Katekin juga berperan membentuk
struktur katekol yang melekat pada logam dan menghambat pembentukan
radikal bebas. Selain itu, katekin teh hijau memiliki khasiat antioksidan, -
karoten, vitamin C dan E untuk perlindungan sel (Mahmood et al., 2015).

Katekin teh hijau telah dibuktikan merupakan antioksidan yang sangat
kuat dan dihubungkan dengan penurunan risiko beberapa penyakit. Beberapa
penelitian telah melaporkan efek teh hijau terhadap kesehatan manusia sebagai
anti kanker dan efek antimutagenik. Senyawa polifenol yang diekstrak dari daun
teh hijau terbukti menjadi antioksidan yang baik terhadap peroksidasi lipid
bilayers fosfolipid dalam sistem biologi, terhadap tumorgenesis dan kerusakan
DNA (Sharpe et al., 2016). Kemampuan katekin teh hijau dalam menghambat
radikal bebas seratus kali lebih efektif dibandingkan vitamin C dan dua puluh lima

kali lebih efektif dibandingkan dengan vitamin E (Syah, 2006).
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Gambar 2.4. Struktur Kimia Kandungan Teh Hijau
Keterangan:Kandungan aktif teh hijau berasal dari senyawa polifenol golongan
katekin, yaitu Epicatechin (EC), Epigallocathecin (EGC), Epicathechin
gallate (ECG), Epigallocathechin gallate (EGCG) (Wu Weanbiao, 2013)

Tabel 2.1. Kandungan Zat Kimia Daun Teh Hijau (Widyaningrum, 2013)

No Komponen % Berat kering
1. Kafein 7,43
2 (-) Epicathecin (EC) 1,923
3 (-) Epicathecin gallate (ECG) 5,20
4 (-) Epigallocatechin (EGC) 8,42
5 (-) Epigallocathecin gallate (EGCG) 20,29
6 Flavonol 2,23
7 Theanin 4,70
8 Asam glutamat 0,50
9 Asam asparat 0,50
10 Arginin 0,74
11 Asam amino lainnya 0,74
12 Gula 6,68
13 Kalium (potasium) 12,13
14 Bahan yang dapat mengendapkan alkohol 3,96

2.7.3. Metode Ekstraksi Maserasi Teh Hijau
Ekstrak adalah sediaan kental yang diperoleh dengan mengekstraksi
senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia hewani dengan menggunakan

pelarut yang sesuai.
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2.7.3.1. Maserasi

Maserasi merupakan metode ekstraksi sederhana, dilakukan dengan
merendam sampel dalam pelarut organik. Pelarut organik akan menembus
dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif sehingga
zat aktif akan larut. Terdapat perbedaan antara konsentrasi larutan zat aktif di
dalam sel, maka larutan yang terpekat akan didorong keluar. Kelebihan lain dari
metode esktraksi ini adalah metode dan peralatan yang digunakan sangat
sederhana dan mudah didapatkan. Penggunaan metode maserasi untuk
ekstraksi teh hijau dinilai tepat karena senyawa yang tedapat pada teh hijau
rentan terhadap panas. Faktor-faktor yang dapat mempengaruhi ekstrakisi
menurut Hukmah (2007) adalah :
a. Bahan yang akan diekstrak sebaiknya mempunyai permukaan yang sangat

besar

Hal ini untuk mempermudah kontak antara bahan dengan pelarut sehingga
ekstraksi dapat berlangsung dengan baik. Bahan yang akan diekstraksi jangan
terlalu halus karena dapat menyebabkan pemampatan.
b. Lama dan suhu ekstraksi

Ekstraksi akan dapat berlangsung dengan cepat jika berada pada suhu
yang tinggi, tetapi hal ini juga dapat mengakibatkan beberapa komponen yang
terdapat dalam rempah-rempah akan mengalami kerusakan. Ekstraksi yang baik
dilakukan pada kisaran suhu 20°C sampai 80°C dan suhu yang digunakan
tersebut harus berada dibawah titik didih zat pelarut yang digunakan.
c. Jenis dan konsentrasi pelarut

Ada dua pertimbangan dalam memilih jenis pelarut yaitu : (1) pelarut harus
mempunyai daya larut yang tinggi dan (2) pelarut tidak berbahaya dan tidak
beracun. Pelarut yang paling aman adalah etanol. Pelarut yang paling sering

digunakan adalah etanol, methanol, aseton, isopropyl, dan alkohol. Secara
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umum ekstraksi dilakukan secara berturut-turut mulai dari pelarut non polar (n-
heksana) lalu pelarut yang kepolarannya menengah (etilasetat) kemudian pelarut
yang bersifat polar (methanol atau etanol) (Hukmah, 2007).

2.7.4. Mekanisme Teh Hijau sebagai Antioksidan

Teh hijau berperan sebagai antioksidan yang sangat baik untuk aktivitas
biologis, seperti penghambatan enzim oksidatif, penghambatan faktor transkripsi
pada kanker, membersihkan oksigen reaktif dan reduksi logam chelation
(Rashidinejad et al., 2016). Teh hijau adalah minuman yang banyak dikonsumsi
di seluruh dunia. Selain sebagai antioksidan, manfaat teh hijau juga sebagai
antimutagenik dengan cara mengurangi pembentukan kanker dan kerusakan
kromosom (Ogaly et al., 2015).

Daun teh mengandung polifenol sebagai komponen utama, yang terdiri dari
sekitar 30% sampai 42% dari berat dari berat kering dan sebagian besar adalah
katekin. Katekin berperan langsung sebagai penghambat radikal untuk spesies
oksigen dan nitrogen reaktif. Secara kimia, semua katekin memiliki beberapa
substituen hydroxyl. yang bertanggung jawab untuk aktivitas antioksidan
(Ogaly et al.,, 2015). Katekin juga memberi efek tidak langsung melalui
aktivasi enzim antioksidan (Mandel & Youdim, 2012).

Dalam kondisi normal, tubuh mempunyai sistem antioksidan yang efektif
untuk -~ memerangi kelebihan produksi ROS. Namun, dalam keadaan tertentu,
keseimbangan antara produksi ROS dan eliminasi terganggu sehingga
menyebabkan stres oksidatif (Lushchak, 2011). Kerusakan makromolekul,
termasuk protein, lipid, dan asam nukleat, merupakan hasil dari ROS yang
berlebih  yang diyakini terlibat dalam etiologi banyak gangguan
neurodegenerative (Mani et al., 2014).

Tumbuhan dan tanaman obat dianggap menjadi pilihan terapi yang

potensial untuk berbagai penyakit, termasuk penyakit neurodegenerative (Khan
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et al., 2012). Antioksidan dari sumber alami seperti ekstrak teh hijau
mengandung campuran dari beberapa senyawa dengan sifat antioksidan.

Mekanisme Kkerja teh hijau sebagai antioksidan, yaitu:

1. Antioksidan dan Anti Radikal.

Sejumlah penelitian telah menunjukkan bahwa katekin dalam teh efektif
sebagai anti oksigen reaktif dan spesies nitrogen pada in vitro, termasuk radical
superoksida [027], peroxyl radicals, radical hydroxil, singlet oksigen, peroxynitrite
[ONOO7, asam hipoklorit. Kemampuan senyawa yang bertindak sebagai
antiradikal bebas terkait dengan pengurangan satu-elektron potensial, suatu
ukuran reaktivitas antioksidan sebagai hidrogen atau donatur elektron dalam
kondisi standar. (Frei & Higdon, 2003)

2. Logam chelation

Kemampuan  polifenol teh pada ion logam chelation, seperti besi dan
tembaga, dapat berkontribusi untuk aktivitas antioksidan dengan mencegah
transisi aktif reduksi logam dari katalis pembentukan radikal bebas. Sifat
chelating logam kemungkinan besar dapat menjelaskan kemampuan polifenol
teh menghambat oksidasi tembaga melalui mediasi LDL dan transisi oksidasi
lainnya yang dikatalisis logam pada in vitro.

3. Penghambat enzim "prooksidan”

Stimulasi pada sel inflamasi seperti makrofag oleh endotoksin bakteri atau
sitokin inflamasi menyebabkan peningkatan ekspresi inducible nitric oxide
synthase (INOS) dan produksi Nitrit oksida (NO) dalam jumlah besar. NO
bereaksi sangat cepat dengan O untuk membentuk peroksil nitrit (ONOQ") dan
NO yang berasal dari oksidan lain yang mampu merusak DNA dan protein. Teh
hijau dan teh hitam serta catechin dan theaflavins dapat menghambat
lipopolisakarida yang diinduksi ekspresi gen INOS dan aktivitas iINOS di kultur

makrofag. Katekin teh hijau dan theaflavins teh hitam muncul untuk downregulate
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INOS dengan menghambat aktivasi NF-KB. Selain itu, teh mengandung zinc,
selenium dan mangan yang bertindak sebagai co-faktor dalam enzim antioksidan
(Frei & Higdon, 2003).

2.7.5. Efek Samping Teh Hijau
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Beberapa efek samping yang dapat ditimbulkan oleh teh hijau, tannin
dalam teh memberikan sifat astringen dan kormogenik, serta gangguan absopsi
obat, sedangkan kafein menyebabkan gangguan pada saluran kemih, sehingga
sering buang air kecil serta keracunan kafein kronis bila minum 5 cangkir teh per
hari (mengandung kira-kira 600 mg kafein) dengan gejala gangguan makan, rasa
lemah, gelisah, tremor, susah tidur, tidak nafsu makan, sakit kepala, pusing,
jantung berdebar dan suka buang air besar ( BPOM, 2010).

Efek lainnya juga terdapat pada gugus galoil polifenol teh yang
bertanggung jawab atas pembentukan senyawa kompleks dengan zat besi
(terutama besi non heme) dan menyebabkan besi sulit diserap ( BPOM, 2010).
2.7.5. Dosis Teh Hijau

Teh hijau merupakan sumber yang kaya katekin, mengandung hingga 30%
dari berat kering daun. Di samping itu Katekin juga dapat mengikat ion logam
peralihan (ion fero dan lain-lain) (Chen, et.al.2002). Katekin memiliki manfaat
yang sangat besar sebagai antioksidan. Namun konsumsi teh hijau yang
berlebihan juga dapat menimbulkan efek prooksidan didalam tubuh.

Hasil penelitian Sukina, et.al. 2013 menyebutkan bahwa Di kelompok
perlakuan P1 (diberi Pb dan Katekin dosis 22,5 mg/kgBB/hari), didapatkan kadar
MDA eritrosit menurun secara  bermakna (p<0,05) dibandingkan dengan
kelompok pembanding negatif (K(-)) (hanya diberi Pb), hal ini menunjukkan

pengaruh pencegahan terhadap proses peroksidasi lipid di membran eritrosit.
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dan Katekin daun teh hijau dosis 33,75 mg/kgBB/hari) tidak dapat menurunkan
kadar MDA eritrosit (p>0,05) dibandingkan dengan kelompok perlakuan P1
(diberi Pb dan Katekin daun teh hijau dosis 22,5 mg/kgBB/hari). Sedangkan di
kelompok perlakuan P3 [diberi Pb dan diberi Katekin daun teh hijau dosis 45
mg/kgBB/ hari] secara bermakna meningkatkan kadar MDA dibandingkan
dengan kelompok perlakuan P1 dan P2. Hal tersebut menunjukkan adanya
aktivitas pro-oksidan. Hasil hitungan, dosis daun teh hijau yang telah diubah (dari
tikus ke manusia), untuk dosis optimum sebagai antioksidan adalah 0,9492 g/hari
dan untuk pro-oksidan adalah 1,8984 g/hari

2.8. Hewan Coba

Gambar 2.5. Hewan coba Rattus novergicus wistar strain

Dalam penelitian ini menggunakan hewan coba tikus putih galur wistar
(Rattus novergicus wistar strain). Tikus putih-ini memiliki beberapa keunggulan
yaitu penanganan dan pemeliharaan relatif mudah, kemampuan reproduksi tinggi

dengan lama dan sistem reproduksi menyerupai mamalia (Pribadi, 2008).

Umur dewasa untuk tikus sekitar 60-90 hari (8-12 minggu), berat badan
150-200 gr (WHQ), masa kehamilan 20-22 hari, masa menyusui 21 hari, lama
hidup sekitar 4 tahun. Aktivitas reproduksi bersifat poliestrus yang artinya hewan

jenis ini memiliki siklus birahi (estrus) lebih dari dua kali dalam satu tahun atau
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siklus reproduksi terjadi beruang-ulang dalam satu tahun (Mc Namara,
2006).  Hormon  reproduksi berperan pada siklus estrus yag berlangsung 4-6
hari, timbul setelah vagina membuka 1-2 hari pada saat tikus berumur 28-29 hari.
Siklus estrus terbagi atas empat periode, yaitu proestrus, —estrus, metestrus,

dan diestrus (Westwood, 2008).

Fase proestrus dimulai dengan regresi korpus luteum dan berhentinya
progesteron dan dimulainya fase estrus. Pada fase ini terjadi pertumbuhan folikel
yang sangat cepat. Akhir periode ditandai dengan adanya efek estrogen pada
sistem saluran dan gejala perilaku perkembangan estrus dapat diamati. Fase
proestrus berlangsung sekitar 2-3 hari dan ditandai dengan pertumbuhan folikel
dan produksi estrogen. Peningkatan jumlah estrogen menyebabkan pemasokan
darah ke sistem reproduksi dan sekresi kelenjar dirangsang dengan hadirnya

viscid mucus yang dapat diamati pada vulva (Westwood, 2008).
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Gambar 2.6. Fase Proestrus

Keterangan: Apusan pada fase proestrus didominasi oleh sel epitel berinti (Marcondes et
al., 2002)

Fase estrus merupakan periode waktu ketika betina reseptif terhadap
jantan dan akan melakukan perkawinan. Ovulasi berhubungan dengan fase
estrus yaitu setelah selesai fase estrus. Untuk mengetahui hasil perkawinan
tersebut dengan cara melakukan usapan vagina, yaitu memasukkan sedikit
larutan garam fisiologis - ke dalam vagina, diapus, kemudian apusan diletakkan

pada slide dan diperiksa di bawah mikroskop yang ditandai adanya spermatozoa
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dalam usapan vagina tersebut. Proses estrus sangat erat kaitannya dengan
mekanisme sistem hormonal. Pada fase ini estrogen bertindak terhadap sistem
saraf pusat. Setelah 14-18 jam, fase estrus mulai berhenti, dimana betina tidak

akan mengalami ovulasi hingga setelah fase estrus (Marcondes et al., 2002).

:
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Gambar 2.7. Fase Estrus
Keterangan: Apusan pada fase estrus didominasi oleh sel epitel tidak berinti (Marcondes
et al., 2002)

Fase metestrus diawali dengan pengehentian fase estrus. Umumnya
pada fase ini merupakan fase terbentuknya korpus luteum sehingga ovulasi
terjadi selama fase ini. Selain itu, pada fase ini juga terjadi peristiwa yang dikenal

dengan metestrus bleeding (Marcondes et al., 2002).
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Gambar 2.8. Fase Metestrus
Keterangan: Apusan pada fase metestrus ada leukosit, sel epitel berinti (Marcondes
et al., 2002)
E: sel epitel berinti; L: Leukosit

Fase diestrus merupakan fase korpus luteum bekerja secara optimal,

dimulai ketika konsentrasi progesteron darah meningkat dapat dideteksi dan
35



diakhiri dengan regresi korpus luteum. Fase ini disebut juga fase persiapan
uterus untuk kehamilan. Fase ini merupakan fase terpanjang dalam siklus estrus.
Terjadinya kehamilan atau tidak, korpus luteum akan berkembang dengan

sendirinya menjadi organ fungsional yang menghasilkan sejumlah progesteron.

repository.ub.ac.id

Jika telur yang dibuahi mencapai uterus, maka korpus luteum akan dijaga dari
kehamilan. Jika telur yang tidak dibuahi sampai ke uterus, maka korpus luteum
akan berfungsi hanya beberapa hari, setelah itu korpus luteum akan meluruh dan

akan masuk ke siklus estrus yang baru (Marcondes et al., 2002).
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Gambar 2.9. Fase Diestrus
Keterangan: Apusan pada fase diestrus didominasi oleh leukosit (Marcondes et al.,
2002)
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Keterangan Kerangka Teori:

Sipermetrin merupakan insektisida jenis piretroid tipe 2. Jenis pestisida ini
banyak digunakan karena berspektrum luas, harganya yang murah dan tingkat
toksisitas yang rendah pada mamalia. Paparan sipermetrin ini dapat masuk
kedalam tubuh manusia melalui makanan, masuk ke sistem percernaan untuk
diabsorpsi hingga akhirnya didistribusikan keseluruh tubuh melalui peredaran
darah. Makanan yang tidak dicuci dan diolah dengan benar dapat menyimpan
residu sipermetrin. Residu yang tidak dapat terekskresi lama-kelamaan akan
menumpuk didalam tubuh dan terakumulasi menjadi banyak sehingga menjadi
bahan asing yang bersifat toksik.

Sipermetrin yang beredar melalui peredaran darah hingga mencapai sel
target yaitu otak, hati, syaraf, dan organ reproduksi. Didalam sel metabolisme
terjadi melalui pembelahan hidrolitik ester dan jalur oksidatif oleh enzim sitrokrom
P450. Hasil metabolisme sipermetrin berupa 3 phenoxybenzoid acid (3-PBCOH)
yang meningkat jumlahnya, menyebabkan radikal bebas.

Banyaknya radikal bebas didalam tubuh menyebabkan jumlah enzim
antioksidan didalam tubuh sebagai lini pertahanan pertama tidak mampu
melawan. Akibatnya, terjadi ketidakseimbangan pembentukan radikal bebas dan
aktivitas pertahanan enzim antioksidan. Radikal bebas yang dibiarkan, lama
kelamaan dapat menyebabkan stress oksidatif hingga terjadi kerusakan sel.

Enzim antioksidan terdiri dari SOD, CAT dan GPx. Penurunan aktivitas
enzim SOD disebabkan peningkatan akumulasi superoksida. Hal ini juga
menyebabkan enzim GPx juga menurun. Penurunan enzim tersebut akan
meningkatkan akumulasi H,O, didalam sel yang menyebabkan inaktivasi SOD

(Muthusami, et.al,2005; Waugquier. et.al,2009).
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SOD dapat mengkatalis dismutasi radikal anion superoksidase menjadi
H,O, dan O,. Sementara enzim GPx dapat mengubah molekul hidrogen

peroksida menjadi air. GPx mengoksidasi glutation tereduksi (GSH) menjadi
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glutation teroksidasi (GSSG). Sedangkan enzim CAT memecah H,O, menjadi
H,O dan O,

Hidrogen peroksida (H,O,) merupakan oksidan non radikal dan bila
bereaksi dengan logam transisi (Fe?") maka akan berubah menjadi radikal bebas
(radikal reaktif hidroksil/reaksi fenton (Muchtadi, 2013)). Radikal hidroksil
memisahkan elektron dari. asam lemak tak jenuh ganda (RH) dan menimbulkan
radikal carbon centred lipid (R"). Lipid radikal yang bereaksi dengan molekul
oksigen maka berubah menjadi radikal lipid peroksil. Jika radikal lipid peroksil
tidak direduksi oleh antioksidan maka akan terjadi proses peroksidasi lipid
(Winarsi, 2007).

Peroksidasi lipid dapat menyebabkan kerusakan sel, diantaranya sel otak
dan sel tuba fallopi. Kerusakan sel otak dapat mempengaruhi fungsi hipotalamus.
Penurunan fungsi hipotalamus menyebabkan produksi FSH juga menurun,
sehingga menyebabkan folikulogenesis didalam ovarium terganggu dan
berakibat pada penurunan hormon estrogen. Kondisi estrogen yang rendah
dapat menyebabkan penurunan aktivitas enzim SOD dan enzim GPx
(Muthusami, et.al,2005; Wauquier. et.al,2009).

Peroksidasi lipid juga menyebabkan kerusakan pada sel-sel tuba fallopi
yaitu pada sel-sel epitel mukosa pada tuba. Kerusakan sel tersebut
menyebabkan sel epitel tidak mampu berproliferasi sehingga akan menghambat

transportasi ovum untuk bertemu sperma.
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Fungsi utama tuba fallopi dipengaruhi oleh motilitas, sekresi dan silia.
Ketiganya dipengaruhi oleh kadar estrogen. Estrogen berperan pada reseptor
estrogen a. Reseptor estrogen a berperan dalam proliferasi epitel tuba, baik itu
sel epitel bersilia maupun sekretorik. Jika sel epitel mukosa tidak berproliferasi
karena radikal bebas, maka dapat menyebabkan kegiatan ovum untuk bertemu

sperma akan terganggu, sehingga akan meningkatkan infertilitas.
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3.2. Kerangka Konsep
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Keterangan Kerangka Konsep :

Paparan sipermetrin per oral memliki pengaruh pada otak dan organ
reproduksi salah satunya tuba fallopi, yang beredar melalui peredaran darah.
Hasil “metabolisme ' sipermetrin  yang meningkat = berupa 3PBCOH akan
terakumulasi dalam tubuh sehingga menjadi radikal besar.

Semakin banyaknya radikal dalam tubuh sehingga menyebabkan enzim
antioksidan endogen (SOD, CAT, GPx) tidak mampu lagi untuk melawan
tingginya radikal bebas. Sehingga terjadi ketidakseimbangan antara prooksidan
dan antioksidan sehingga timbullah stres oksidatif.

Stres oksidatif yang timbul, lama kelamaan akan ‘menyebabkan
kerusakan pada sel. Diantaranya pada sel-sel otak dan sel-sel tuba fallopi.
Berkurangnya fungsi hipotalamus, akibat adanya stres oksidatif menyebabkan
penurunan produksi GnRH. Penurunan GnRH mengakibatkan penurunan jumlah
FSH sehingga folikulogenesis dalam ovarium menjadi berkurang. Dengan
demikian maka produksi esterogen juga berkurang. Akibat berkurangnya jumlah
estrogen, menyebabkan penurunan ekspresi dari ER-a sehingga mengakibatkan
sel epitel mukosa tuba fallopi tidak dapat berproliferasi. Sel epitel mukosa tuba
fallopi terdiri dari sel epitel bersilia dan sel epitel sekretorik. Keduanya berperan
dalam transportasi ovum.

Paparan sipermetrin juga dapat langsung menuju pada sel-sel targetnya,
yaitu sel tuba fallopi. Radikal bebas yang disebabkan oleh sipermetrin pada tuba
fallopi juga dapat dilihat dari peningkatan peroksidase lipid yang ada pada
membran sel, yang menyebabkan kerusakan sel sehingga akan mempengaruhi

kemampuan sel untuk berprolifersi.
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Ketika antioksidan endogen yang merupakan lini pertahanan pertama
dalam tubuh tidak mampu lagi menetralisir radikal bebas, maka dipelukan
antioksidan dari luar atau biasa disebut antioksidan sekunder. Mekanisme
antioksidan sekunder ini bekerja dengan cara sebagai pengikat ion-ion logam,
penangkap O, pengurai H,O, menangkap radikal dan mencegah terjadinya
reaksi berantai sehingga tidak bereaksi dengan komponen seluler. Salah satu
antioksidan dari luar yang dapat digunakan adalah teh hijau.

Teh hijau sebagai antioksidan alami dari luar diberikan guna mengurangi
radikal bebas yang ada. Dengan kandungan polifenolnya yang tinggi yakni 100x
lebih kuat dari vitamin C dan 25x lebih kuat dari vitamin E (Syah, 2006). Polifenol
yang terdapat dalam teh hijau yakni katekin. Berdasarkan beberapa penelitian
katekin dapat mengurangi efek radikal bebas dengan cara menghambat radikal
hidroksil, menangkap peroksida, dan menangkap hidrogen peroksida. Sehingga
infertilitas akibat paparan pestisida ini dapat dicegah.

3.3. Hipotesis Penelitian
Hipotesis utama dalam penelitian ini adalah “Pemberian ekstrak teh
hijau (Camellia sinensis) dapat mencegah penurunan ekspresi ER-a dan jumlah
sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus betina galur Wistar (Rattus norvegicus)
yang dipapar sipermetrin”.
Sub hipotesis dari penelitian ini adalah:
1. Ekstrak teh hijau (Camellia sinensis) dapat mencegah penurunan ekspresi
ER-a dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus betina galur wistar

(Rattus norvegicus) yang dipapar sipermetrin.
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2. Ada hubungan antara dosis pemberian ekstrak teh hijau (Camellia sinensis)
dengan ekspresi ER-a dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus
betina galur wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar sipermetrin.

3. Ada hubungan antara ekspresi ER-a dengan jumlah sel epitel mukosa tuba
fallopi pada tikus betina galur wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar

sipermetrin.
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BAB 4
METODE PENELITIAN
4.1. Desain Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara true experimental laboratory dengan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) menggunakan post test dengan kelompok
kontrol (Randomized Post Test Only Control Group Design) (Hanafiah, 2012).
Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih jenis Rattus norvegicus galur
Wistar. Penelitian true experimental bertujuan untuk mengetahui hubungan
sebab akibat untuk membandingkan antara kelompok kontrol dan kelompok
perlakukan (Sastroasmoro, 2011). Tahapan dalam penelitian ini memberikan
perlakuan pada lima kelompok dengan pemberian teh hijau yang berbeda pada
kelompok perlakuan, 1 kelompok sebagai kontrol positif dan 1 kelompok sebagai
kontrol negatif. Perlakuan diberikan selama 28 hari dengan memberikan paparan

sipermetrin dan teh hijau per oral melalui sonde lambung.
4.2. Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di laboratorium Farmakologi untuk ekstraksi teh hijau
dan pemeliharaan hewan coba, laboratorium Patologi Anatomi untuk pembuatan
slide histopatologi, pemeriksaan epiltel mukosa sel sekretorik tupa fallopi dan
Immunohistokimia untuk pemeriksaan ekspresi reseptor estrogen a. Waktu dan
pelaksanaan penelitian dimulai dari bulan - Februari — Maret 2018, dengan
rincian: selama 7 hari aklimatisasi, 28 hari waktu untuk memberi perlakuan dan

waktu selanjutnya digunakan untuk menganalisa data.
4.3. Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan sampel berupa hewan coba tikus putih

betina jenis Rattus norvegicus galur Wistar. Tikus diperoleh dari laboratorium
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Farmakologi Universitas Brawijaya. Alasan pemilihan tikus putih pada penelitian
ini adalah karena fungsi, bentuk organ, proses biokimia dan biofisik memiliki
kemiripan dengan manusia, mudah dipelihara, merupakan hewan yang relatif

sehat dan cocok untuk digunakan pada berbagai jenis penelitian.

Kriteria inklusi :

[EEN

. Tikus strain Wistar

2. Jenis kelamin betina

3. Usia 10-12 minggu (usia reproduktif) (WHO)

4. Berat badan 150-200 gr (WHO)

5. Kondisi sehat, aktif, tidak terdapat kecacatan secara anatomi dan tidak hamil
Kriteria eksklusi :

1. Tikus dalam kondisi sakit atau mati saat masa perlakuan

4.4. Besar Sampel

Sampel setiap kelompok dihitung berdasarkan rumus Hanafiah (2012).

Rumus: (t-1) (--1) 2 15 Keterangan:
G-1)(1) 2 15 t : jumlah perlakuan
4 (r-1) 2 15 r : jumlah ulangan
4r-4 P 15
4r > 19
r = 19:4
r 2

4,75 (dibulatkan 5)

Didapatkan jumlah sampel untuk tiap kelompok adalah 5 tikus,
sehingga sampel penelitian sebanyak 25 tikus. Untuk menghindari kematian
sampel akibat toksisitas, maka sampel dilebihkan jumlahnya pada masing-
masing kelompok perlakukan sebanyak 1 ekor. Jadi jumlah keseluruhan sampel

sebanyak 30 ekor.
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4.5. Pembagian Kelompok

Besar sampel berjumlah 30 ekor tikus yang terbagi menjadi lima kelompok,

yaitu:

K()

K (+)

P1

P2

P3

Kelompok kontrol negatif, yaitu tikus tanpa perlakuan terdiri dari 6
tikus betina Rattus norvegicus yang tanpa diberikan sipermetrin

ataupun ekstrak teh hijau, hanya diberikan aquabudest saja.

Kelompok kontrol positif, yaitu tikus tanpa perlakuan terdiri dari 6
tikus betina Rattus norvegicus, diberikan sipermetrin dalam air
matang dengan dosis 20 mg/kgBB tanpa diberikan ekstrak teh
hijau.

Kelompok Perlakuan 1, yaitu tikus dengan perlakuan terdiri dari 6
tikus -betina Rattus norvegicus, diberikan sipermetrin dalam air
matangt dengan dosis 20 mg/kgBB dan diberikan ekstrak teh hijau

dengan dosis 7 mg/KgBB/hari.

Kelompok Perlakuan 2, yaitu tikus dengan perlakuan terdiri dari 6
tikus betina Rattus norvegicus, diberikan sipermetrin dalam air
matangt dengan dosis 20 mg/kgBB dan diberikan ekstrak etanol teh

hijau dengan dosis 14 mg/KgBB/hari.

Kelompok Perlakuan 3, yaitu tikus dengan perlakuan terdiri dari 6
tikus betina Rattus norvegicus, diberikan sipermetrin dengan air
matangt dosis 20 mg/kgBB dan diberikan ekstrak etanol teh hijau

dengan dosis 28 mg/KgBB/hari.
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4.6. Variabel Penelitian

4.6.1. Variabel Independen (Bebas)

Variabel Independen dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak teh

hijau.

4.6.2. Variabel Dependen (Terikat)

Variabel dependen dalam penelitian ini adalah ekspresi ER-a dan jumlah sel

epitel mukosa tuba fallopi.

4.7. Definisi Operasional

Variabel Definisi Operasional Alat Hasil Ukur Skala
Ukur/Cara Data
Ukur
Sipermetrin Insektisida yang bermerk = Mengukur Dosis -
dagang Rizotin 100 EC dengan spuit sipermetrin
dengan kandungan bahan 1 cc 20 mg/kgBB
aktif sipermetrin 100 gr/L
diberikan dengan dosis 10
mg/kgBB selama 28 hari
per oral melalui sonde
lambung
Variabel bebas
Ekstrak etanol Teh hijau dari pekebunan Mengukur Dosis teh ordinal
teh hijau per teh Gunung  Gambir, dengan spuit hijau, antara
oral. Jember. Ekstrak teh hijau 3 cc lain:
diperoleh dari 100 gr daun 7, 14, 28
muda teh hijau kering. mg/kgBB per
Diproses dengan hari per tikus
menggunakan metode
maserasi dengan etanol
96% sebagai pelarut
sebanyak 900ml
(Mahmood et al., 2015)
Variabel
tergantung
Ekspresi ER-a  Jumlah rata-rata sel epitel Imunohisto- Jumlah rata- =~ Rasio
mukosa tuba fallopi Rattus  kimia rata ekspresi
novergicus yang ER-a pada
mengekspresikan ~ ER-a sel epitel
dengan pembesaran mukosa tuba
1000x yang diamati pada fallopi
10 lapang pandang, ../ HPF (High
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dimana Ekspresi ER a
tampak berwarna coklat
pada inti sel epitel mukosa
tuba fallopi yang discan
dengan mikroskop XC 10
dan diamati dengan olyvia
software olympus

(Suherli, 2017)

Power Field).

Jumlah sel
epitel mukosa
tuba fallopi

Rata-rata Jumlah sel epitel
mukosa tuba fallopi
dengan pemeriksaan
histopatologis  pewarnaan
Hematoksilin dan Eosin
(HE) yang diamati pada 10
lapangan pandang
menggunakan olyvia
software olympus dengan
pembesaran 1000x
(Umami, et.al., 2014)

Hematosiklin

Rata-rata
Jumlah sel
dan Eosin epitel

(HE) mukosa tuba
fallopi per
lapangan
pandang

besar

(1000x)

pewarnaan

Rasio

4.8. Bahan dan Alat Penelitian

4.8.1. Bahan dan Alat Penelitian

4.8.1.1. Bahan dan Alat Pemeliharaan Hewan Coba

a. Bahan

Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih betina dewasa dengan

kondisi sehat jenis Rattus norvegicus galur Wistar, yang berumur 10-12 minggu

dengan berat badan +150-200 gram, gerak aktif. Tikus di dapatkan dari

Laboratorium - Farmakologi

Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dan

dipelihara pada kandang dengan ukuran 45 cm x 35,5 cm x14,5 cm, setiap

kandang berisi 3 ekor tikus dan lama perlakuan adalah 28 hari. Untuk

pemeliharaan hewan coba diperlukan bahan: sekam sebagai alas kandang,

pakan standar produk PT. Comfeed Indonesia, dan air minum untuk hewan coba

dari air matang diberikan setiap hari.
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b. Alat

Alat untuk pemeliharaan hewan coba antara lain; kandang tikus berupa box
plastik sebanyak 10 buah dengan alas diberi sekam dan bagian atas kandang
ditutupi dengan kawat berjaring, tempat makanan dan minuman tikus, sonde
yang di pasang pada ujung spuit yang berfungsi untuk memasukkan sipermetrin

dan teh hijau melalui sonde.
4.8.1.2. Bahan dan Alat Pembuatan Ekstrak Teh Hijau
a. Bahan

Bahan untuk pembuatan ekstrak teh hijau antara lain: daun teh hijau kering,

etanol 96%, air matang.
b. Alat

Timbangan analitik, blender, pengaduk, kertas saring whatman, oven,

waterbath, gelas beker, botol.
4.8.1.3. Bahan dan Alat Pembuatan Larutan Sipermetrin
a. Bahan

Bahan untuk pembuatan ekstrak teh hijau antara lain: Rizotin 100 EC

mengandung 100 mg/L sipermetrin dan air matang.
b. Alat

Alat untuk membuat larutan stok Sipermetrin adalah pipet, tip, botol, alat
sentrifugal, ependrof. Alat untuk pemberian Sipermetrin antara lain: spuit 1ml,
sonde yang ujungnya terbuat dari bahan timah, spuit 2,5 ml yang ujungnya
dipasang sonde sehingga dapat dimasukkan ke dalam mulut sampai ke lambung

tikus.
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4.8.1.4. Bahan dan Alat untuk Pembuatan Swab Vagina
a. Bahan : Cat Giemsa, alkohol, NaCl 0,9%
b. = Alat: cutton bud, cover glass, object glass, mikroskop.
4.8.1.5. Bahan dan Alat untuk Pembedahan Hewan Coba
a. Bahan

Bahan-bahan yang dibutuhkan untuk pengambilan organ tuba fallopi tikus
antara lain: ketamin 1-2 mg untuk pembiusan tikus, formalin 10% sebanyak 1 liter

untuk pengawetan organ tuba fallopi, cairan fisiologi Nacl 0,9%, kapas alkohol.
b. Alat

Alat untuk pengambilan organ tuba fallopi antara lain: toples kaca tertutup
berisi formalin 10%, alat bedah minor ( scapel, pinset, gunting, klem, pemegang
jaringan), papan pembedahan, wadah untuk tempat penyimpanan sementara

organ sebelum dibuat preparat histopatologi.
4.8.1.6. Bahan dan Alat untuk Pembuatan Slide Histopatologi
a. Bahan

Bahan yang digunakan untuk pembuatan slide histopatologi antara lain:
Jaringan tuba, Formalin 10% sebanyak 1 liter , Air mengalir, NaCl, Xylol 2 liter,

Parafin cair, Alkohol (70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 100%), alkohol, cassate
b. Alat

Tissue Tex Prosesor, alat microtome, oven
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4.8.1.7. Bahan dan Alat untuk Pemeriksaan Ekspresi ER-a dengan IHK
a. Bahan Pewarnaan Ekspresi ER-a dengan IHK

Untuk pemeriksaan ekspresi ER-a tuba fallopi tikus diantaranya: Jaringan
segar tuba fallopi, antibodi ER a (D-12): sc-8005, merk: Santa Cruz
Biotechonology, Inc, buffer formalin 10%, aceton, xilol, ethanol absolut, alkohol
90%, alkohol 80%, parafin, tissue casset, object glass, H202, methanol, larutan
decloaking, Phospat Buffer Saline, aquades, background sniper, anti bodi primer,
anti bodi sekunder, trekavidin-HRP, Betazoid Dab substrat buffer, DAB
Chromogen, Mayer Hematoxilen, Entellan, Cover glass, Immunotasting kit merk

Biocare Medical, nomor katalog: STUHRP700 H.
b. Alat Pewarnaan Ekspresi ER-a dengan IHK

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain : pisau microtome,
microtome, waterbath, inkubator, Pap pen, Decloaking Chamber, Mikroskop,
mikropipet, pinset, bunsen, teko alumunium, basket jaringan, Wadah kaca

bertutup rapat

4.8.1.8. Bahan Dan Alat Untuk Pewarnaan Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi

Dengan HE
a. Bahan Pewarnaan HE

Untuk membuat preparat histipatologi: Tuba fallopi Rattus novergicus, Cat
Harris hematoksilin (Cat Utama), Cat eosin 1%, Formalin 10% sebanyak 1 liter ,
Air mengalir, NaCl, Xylol 2 liter, Parafin cair, Alkohol (70%, 80%, 90%, 95%,

96%, 100%), Entelan, Alkohol asam 1%, Amonia cair, cover glass
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b. Alat Pewarnaan HE

Untuk pembuatan sediaan pewarnaan HE tuba fallopi adalah stanning jar

dan stanning rak.

4.8.1.9. Bahan dan Alat untuk Penghitungan Ekspresi ER-a dan Jumlah Sel

Epitel Mukosa Tuba Fallopi

a. Bahan yang digunakan antara lain slide hasil pewarnaan dengan

imunohistokimia dan pewarnaan HE.

b.  Alat yang digunakan adalah mikroskop olympus XC 10 untuk scan dan olyvia

software olympus
4.9. Prosedur Penelitian dan Pengumpulan Data
1. Aklimatisasi hewan coba

Tikus betina dewasa dibiarkan selama 1 minggu di dalam kandang untuk
menyesuaikan diri dengan lingkungannya dan diberikan pakan standar,
selanjutnya adalah tikus dikelompokkan menjadi 5 kelompok. Satu kelompok
sebagai kelompok kontrol negatif, satu kelompok kontrol positif dan tiga

kelompok sebagai kelompok perlakuan.
2. Pemeliharaan hewan coba

Perawatan tikus selama perlakuan sama seperti saat aklimatisasi. Tikus
dimasukkan kedalam kandang yang terbuat dari baskom plastik berukuran 45 cm
x 35,5 cm x14,5 cm dengan diberi penutup kawat yang kuat. Dasar kadang
dialasi dengan sekam setebal 0,5 — 1 cm dan diganti setiap 3 hari sekali. Setiap
kandang berisi 3 ekor tikus. Menciptakan suasana lingkungan yang stabil dengan
ventilasi yang cukup dan suhu ruangan yang baik dengan kebutuhan fisiologis

tikus antara 27°C -28°C. Tikus diberikan pakan standar yang berbentuk pallet
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merk Comfeed, minumnya diberikan air matang secara ad libitum. Pemberian

makan diberikan 1x sehari sore hari sebanyak 40 gr/hari/ekor.
3. Penimbangan berat badan tikus

Penimbangan berat badan tikus dilakukan setiap minggu, menggunakan
wadah plastik dan timbangan elektrik. Cara penimbangan dilakukan dengan
meletakkan timbangan ditempat yang datar, kemudian timbangan dikalibrasi
dengan meletakkan wadah plastik diatas timbangan. Kemudian tikus dimasukkan
kedalam wadah plastik lalu ditimbang dan hasilnya dicatat. Tujuan penimbangan
adalah untuk mengetahui adanya peningkatan atau penurunan berat badan tikus
selama penelitian serta untuk menghitung pemberian dosis sipermetrin dan

ekstrak teh hijau
4. Pembuatan dan Pemberian Sipermetrin

Sipermetrin diberikan secara per oral melalui sonde. Sampel yang
digunakan sebanyak 30 ekor tikus yang masing-masing diberikan personde 1

kali sehari pada siang hari dengan dosis 20 mg/BBKg.

Proses pembuata larutan sipermetrin diawali dengan dengan menyiapkan
stok yang sudah ada dari pabrikan yaitu 100 mg/ml. Kemudian larutan uji dibuat

dengan pengenceran larutan stok dengan rumus:

Cl.vli=C2.V2

Keterangan:
Cl1 : Konsentrasilarutan stok (C1 =100 mg)
V1 : Volume larutan stok
C2 : Konsentrasi larutan uji yang digunakan (C2 = 20
mg)
V2 ' Volume larutan uji yang ingin dibuat (V2 =1 ml)
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Kemudian larutan diencerkan dengan air matang. Pemberian sipermetrin
per tikus tiap hari adalah 1 ml. Diketahui dari hasil penghitungan dengan rumus
V1 = 0,2 ml/KgBB, sehingga jika ingin membuat larutan stok sipermetrin dengan

dosis 20 mg/kg maka ditambahkan air matang sebanyak 0,98 ml. Larutan stok
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sipermetrin dibuat setiap hari saat akan diberikan.
5. Pembuatan dan Pemberian Ekstrak Teh Hijau

Proses ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi. Metode maserasi
adalah proses mengekstrak menggunakan pelarut dengan beberapa kali

pengocokan atau pengadukan pada suhu kamar (Hukmabh, 2007).
Cara Kerja Metode Maserasi :
a. Proses Pengeringan

= Teh hijau sudah dalam keadaan kering

b. Proses Ekstraksi

= Bahan yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 100 gram, kemudian

dimasukkan ke dalam gelas beker ukuran + 1L

= Pelarut etanol 96% dituangkan dengan perbandingan 1:9 (100 gr bahan

yang telah dihaluskan dan 900 ml etanol 96%).

= Bahan yg telah dihaluskan direndam dengan etanol 96% sebanyak 900
ml. Bahan dan pelarut diocok sampai benar-benar tercampur ( 30 menit).

Dilakukan sebanyak 3 kali.

= Bahan yang telah tercampur direndam dan didiamkan pada suhu kamar

selama satu malam sampai mengendap. Dilakukan sebanyak 3 kali

= Diambil lapisan atas yang merupakan campuran pelarut dan zat aktif.
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Proses Evaporasi

= Campuran pelarut dan zat aktif yang telah disaring dimasukkan kedalam

labu evaporasi 1L, kemudian dipasang pada evaporator.
= Water bath diisi air sampai penuh dan diatur suhunya sampai 90<C.
= Semua rangkaian alat dipasang dan disambungkan dengan aliran listrik

= Larutan etanol dibiarkan memisah dengan zat aktif yang sudah ada dalam
labu evaporasi. Larutan etanol ditunggu sampai berhenti menetes pada

labu penampung (x 1,5 — 2 jam) £ 900 ml

= Hasil ekstraksi diperoleh + 1/5 dari bahan alami kering, sehingga

diperoleh hasil akhir dari 100 gr teh hijau menghasilkan esktrak + 20 gr

= Hasil ekstraksi dimasukkan kedalam botol. Botol berisi ekstrak teh hijau

disimpan dalam frezeer

Proses Pengenceran Ekstrak Teh Hijau

a. Pemberian ekstrak teh hijau dilakukan setiap hari pada setiap kelompok tikus

sebanyak 1 ml selama 28 hari. Untuk pengenceran esktrak teh hijau dibuat

dengan pengenceran aquades sebanyak 60 ml. Pemberian dilakukan

secara oral dengan menggunakan spuit 3 cc yang diujungnya dipasang

platina dengan metode sonde sesuai dengan dosisi yang telah ditentukan.

b. Menentukan dosis ekstrak teh hijau berdasarkan deret ukur menurut Harmita

(2006), dengan rumus: Yy=Y;xRN?

Keterangan:
Yn . Dosis ke-n
N Kelompok ke
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R : ' Faktor geometris # 0 atau 1 kelipatan dosis
Diketahui dalam perhitungan dosis pemberian teh hijau ini faktor geometrisnya
adalah 2, telah ditentukan dosis | = 7 mg/kgBB/hari. Maka, dosis II: 'Y, =14

mg/kgBB/hari, dosis llI: Y;= 28 mg/kgBB/hari

c. Hasil pengenceran dimasukkan ke dalam botol dan disimpan dalam lemari

es.
6. Penentuan siklus proestrus tikus

Dalam penelitian ini, swab vagina dilakukan pada hari ke 29 perlakuan.
Hewan coba yang akan diterminasi adalah tikus yang sedang berada pada fase
proestrus yang ditandai oleh banyaknya sel epitel yang memiliki inti, berbentuk
bulat dan sedikitnya leukosit. Apabila ada hewan yang belum memasuki fase ini
maka perlakuan akan dihentikan sambil dilakukan swab vagina setiap hari

sampai tikus memasuki fase proestrus.

Pengambilan sampel sitologi mulai dilakukan pada hari ke 29. Sampel

diperoleh dengan mengambil jaringan epitel vagina tikus. Cara kerja :

a. Cotton bud yang telah dibasahi dengan larutan NaCL 0,9% diambil kemudian
dimasukkan ke dalam vagina tikus dengan sudut 45° dan melakukan
apus sebanyak 1 - 2 kali putaran.

b. Hasil apusan dari cotton bud dioleskan pada objec glass dan dikeringkan,
selanjutnya dilakukan pewarnaan pada preparat apusan vagina. Setiap
pengambilan sampel apusan vagina dibuat sebanyak 2 preparat apusan
untuk 1 tikus (Prayogha, 2012).

c. Preparat apusan yang telah dikeringkan dimasukkan ke dalam larutan
alkohol absolut untuk difiksasi selama 3 menit kemudian diangkat, dicuci

dengan air mengalir dan dikeringkan.
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d. Preparat dimasukkan ke dalam larutan giemsa selama 15 menit, kemudian
diangkat dan dibilas dengan air mengalir, lalu dikering anginkan dan diamati
morfologi sel epitel di bawah mikroskop dengan pembesaran 400x kemudian
dicatat (Prayogha, 2012).

7. Pembedahan hewan coba
Menurut Suherlin (2017), prosedur pembedahan hewan coba yaitu:
a. Alat dan bahan untuk bedah minor disiapkan

b. Tikus diinjeksi dengan ketamin sebanyak 0,2 ml dan ditunggu beberapa

menit sampai tikus tidak bergerak lagi.

c. Tikus diletakkan di atas alas papan dengan perut menghadap ke atas dan
menggunakan paku payung untuk ditancapkan pada ke empat telapak

kaki.

d. Dinding perut dibuka dengan menggunakan pinset dan dan gunting secara
hati - hati, dengan sayatan pada garis tengah dilanjutkan ke samping Kiri

dan kanan pada sisi atas dan bawah sampai terlihat tuba fallopi.
e. Setelah itu tuba fallopi diambil dengan hati-hati dengan cara menggunting.

f. Tuba fallopi dibersihkan dari seluruh ligamen yang melekat. Selanjutnya
tuba fallopi dibersinkan dari darah dengan menggunakan NaCl 0,9%,

tiriskan organ dengan menggunakan kertas saring dengan satu kali tekan.

g. Setelah air pada organ mengering, selanjutnya pisahkan tuba fallopi
kemudian masukkan ke dalam botol yang berisi larutan Fixative buffer
formalin 10% dan direndam selama 12-24 jam untuk mengawetkan sel-sel

melalui proses denaturasi protein sehingga struktur sel tidak berubah.
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h.  Jaringan siap untuk diproses menjadi preparat di Laboratorium Patologi
dan Anatomi FKUB, untuk pemeriksaan eskpresi ER-a dan jumlah sel epitel

mukosa tuba fallopi.

i. Bangkai tikus yang tersisa dan tidak digunakan lagi dikubur dengan aman

sehingga tidak terjadi pencemaraan lingkungan.
8. Prosedur Pembuatan Preparat Histopatologi
Prosedur pembuatan preparat histologin yaitu:

Prosedur pembuatan sediaan histologi diawali dari penerimaan sampel yang
difiksasi dalam buffer formalin. 10% selama 18 jam, jaringan yang berukuran
besar dibelah, jaringan yang telah difiksasi dipotong sempurna dengan ketebalan
2-3 mm. Potongan jaringan tersebut dimasukkan dalam tissue casset yang

dilabel dan ditutup.

Tahap selanjutnya yaitu dehidrasi, pembeningan - (clearing),
pembenaman (impregnasi/embedding), pengecoran (blocking), lalu didinginkan
pada lempeng pendingin. Tahap selanjutnya adalah pemotongan (sectioning)
dengan Mikrotom, hasil pemotongan berupa pita tipis dimasukkan ke waterbath
berisi air hangat lalu diambil dengan object glass yang diolesi albumin gliserin.
Selanjutnya dilakukan inkubasi over night di inkubator. Tahap selanjutnya adalah

pewarnaan (staining).
Proses Pemotongan Jaringan Mikroskopis
c. Jaringan tuba fallopi difiksasi dengan larutan buffer formalin 10%
d. Jaringan tuba fallopi dipilih yang terbaik, sesuai dengan yang akan diteliti.

e. Jaringan tuba fallopi dipotong dengan ketebalan 2-3 mm
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f.- Jaringan tuba fallopi dimasukkan ke kaset dan diberi kode sesuai dengan

gross peneliti.

g. Jaringan tuba fallopi dimasukkan ke larutan formalin 10% sebelum

diproses/dimasukkan ke mesin Tissue Tex Prosesor.
h. Diproses menggunakan mesin Tissue Tex Prosesor selama 90 menit
i. - Alarm berbunyi tanda selesai.
Proses Pengeblokan dan Pemotongan Jaringan
a. Jaringan tuba fallopi diangkat dari mesin Tissue Tex Prosesor
b. Jaringan tuba fallopi diblok dengan parafin sesuai dengan kode jaringan

c¢. Jaringan tuba fallopi dipotong dengan alat microtome dengan ketebalan 3-5

mikron.
Proses Deparafinisasi

Slide yang berisi jaringan diletakkan dalam oven selama 30 menit dengan
suhu 70 - 80 °C dan didinginkan pada suhu ruang selama 15 menit, kemudian
dimasukkan ke dalam 2 tabung larutan xylol masing-masing 20 menit, setelah itu
dimasukkan ke dalam 4 tabung alkohol absolut masing-masing 3 menit (hidrasi)
dan yang terakhir dimasukkan dalam air mengalir selama 15 menit.

9. Prosedur Pengecatan Ekspresi ER-a dengan IHK

Prosedur pewarnaan imunohistokimia diawali dengan memanaskan
sediaan hispatopatologi yang dilekatkan pada obyek glass yang tercoating Poly
L-Lysine dalam inkubator suhu 40 0C selama 1 jam, lalu dideparafinasi dengan
xilol -1, 11 11l masing-masing 3 menit. Sampel lalu dimasukkan dalam ethanol
absolut, alkohol 90%, 80% masing-masing 3 menit. Sampel dimasukkan dalam

H202 0,5% dalam methanol selama 20 menit. Sampel dilakukan antigen retrieval
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dengan cara direndam dan dipanaskan dalam Decloaking Chamber. Sampel
didinginkan pada suhu ruang 30 menit dan dibilas dengan akuades. Sampel
direndam dalam Phosphat Buffer Saline selama 3 menit. Slide diletakkan dalam
Moisture Chamber dan pada sekeliling sediaan diberi pembatas dengan pap pen,
lalu ditetesi dengan background sniper selama 10 menit. Slide ditetesi anti bodi
primer dan diinkubasi selama 1ljam atau overnigt. Selanjutnya slide dicuci dengan
Phosphat Buffer Saline selama 3 menit. Slide ditetesi dengan anti bodi sekunder
dan diinkubasi selama 30 menit. Slide dicuci dengan Phosphat Buffer Saline
selama 3 menit. Slide ditetesi Trekavidin-HRP Label dan diinkubasi selama 40
menit. Slide ditetesi DAB. dan diinkubasi 2 — 10 menit (1 ml Betazoid Dab
Substrate Buffer ditambah 1 — 2 tetes DAB Chromogen). Slide dicuci dengan air
mengalir 5 — 7 menit. Selanjutnya di counterstain dengan mayer haematoxilin 2 —
3 menit. Slide di rendam dalam Lithum Carbonat jenuh 3 menit. Slide dicuci
dengan air mengalir 5-7 menit. Slide didehidrasi dengan alkohol 80%, 96%,
alkohol absolut sampai dengan xylol [, II, lll masing-masing 3 menit. Tahap
selanjutnya yaitu mounting yaitu dengan entellan lalu dilanjutkan dengan

pengamatan langsung melalui mikroskop.
10. Pemeriksaan Jumlah Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi dengan HE
a. Proses Pewarnaan Hematoksilin Eosin

Cat utama Harris Hematoksilin selama 10-15 menit, cuci dengan air
mengalir selama 15 menit, alkohol asam 1 % 2-5 kali celup, amonia air 3-5 kali
celup. Cat pembanding yang digunakan adalah Eosin 1% selama 10-15 menit.

b. Dehidrasi

Alkohol 70% selama 3 menit, alkohol 80% selama 3 menit, alkohol 96%

selama 3 menit, alkohol absolud selama 3 menit
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c. Penjernihan menggunakan : Xylol selama 60 menit

d. Mounting dengan entelan dan deckglass. Biarkan slide kering pada suhu

ruangan dan setelah slide kering siap untuk diamati.
e. Penghitungan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi dari pemeriksaan HE

Bahan yang digunakan untuk menghitung sel epitel mukosa tuba fallopi
antara lain: slide jaringan tuba fallopi yang sudah diwarnai HE. Sedangkan alat
untuk penghitungan jumlah sel epitel mukosa tuba menggunakan mikroskop
cahaya yang memiliki kalibrasi dengan komputer dengan dilengkapi software
pengelolaan reaster image yaitu menggunakan Dot slide mikrokop olympus XC

10 atau olyvia software olympus, cover glass dan object glass
11. Proses penghitungan Ekspresi ER-a Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi

Pengumpulan data dilakukan dengan pengamatan secara mikroskopis
dengan menggunakan dot slide mikroskopes olympus XC 10 atau olyvia software
olympus terhadap preparat histopalogi tuba fallopi pembesaran 1000x pada 10
lapangan pandang, dihitung secara manual dengan bantuan cell count
kemudian hasil perhitungan dijumlahkan dan dibagi jumlah lapang pandang,
sehingga menghasilkan rata-rata jumlah epitel mukosa tuba fallopi perlapang

pandang.
12. Proses penghitungan Jumlah Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi

Pengumpulan data dilakukan dengan pengamatan secara mikroskopis
dengan menggunakan dot slide mikroskopes olympus XC 10 atau olyvia software
olympus terhadap preparat histopalogi tuba fallopi pembesaran 1000x pada 10
lapangan pandang, dihitung secara manual kemudian hasil perhitungan
dijumlahkan dan dibagi jumlah lapang pandang, sehingga menghasilkan rata-rata

jumlah epitel mukosa tuba fallopi perlapang pandang.
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4.10. Teknik Analisis Data

Dalam penelitian ini teknik -analisis data dilakukan dengan 3 tahapan
perhitungan secara berturut-turut, yaitu uji prasyarat menggunakan uji normalitas
data sampel dengan uji Shapiro-Wilk, uji homogenitas dengan uji Leuvene’s dan
pengolahan metode dengan uji One Way Anova. Semua perhitungan dilakukan
dengan piranti lunak (software) SPPS for Windows 23. Secara jelas dijelaskan

dibawah ini :
4.10.1. Uji Prasyarat

Sebelum dilakukan uji hipotesa dengan analisis parametrik, maka data
dianalisis terlebih dahulu dengan uji prasyarat parametrik untuk mengetahui
sebaran data normal dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk. Pada uji ini kriteria
keputusan dengan melihat nilai probabilitas kesalahan empirik pada nilai p. Jika

nilai p > 0,05, maka disimpulkan data terdistribusi normal.
4.10.2. Uji Homogenitas

Uji homogenitas dalam penelitian ini menggunakan uji Leuvene’s. Pada uiji
ini bertujuan untuk mengetahui homogenitas sampel dengan kriteria keputusan
dengan melihat nilai probabilitas kesalahan empirik pada nilai p. Jika nilai p >

0,05 maka disimpulkan data adalah homogen.
4.10.3. Uji Hipotesis

Uji hipotesis dalam penelitian ini menggunakan One Way Anova untuk
membandingkan rerata variabel terukur antar kelompok sampel kontrol dan
kelompok perlakuan. Analisis ini dilakukan terhadap data eskpresi RE-a di tuba
dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi. Tujuan teknik analisis ini adalah untuk
mengetahui apakah ekstrak teh hijau meningkatkan eskpresi RE-a di tuba dan

jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus yang dipapar Sipermetrin. Jika
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pada uji One Way Anova menghasilkan Ho ditolak, maka kesimpulannya ada
perbedaan yang bermakna (signifikan), maka analisis dilanjutkan dengan uji
perbandingan berganda, yaitu dipilih uji Beda Nyata Terkecil /BNT (Least
Significant Difference/LSD) (Hanafiah, 2002). Tujuan digunakan uji LSD adalah
untuk menemukan dosis berapa ekstrak teh hijau yang paling berpengaruh

terhadap eskpresi RE-a di tuba dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi.

Untuk mengetahui adakah hubungan antara pemberian ekstrak teh hijau
terhadap pencegahan penurunan eskpresi RE-a di tuba dan berkurangnya jumlah
sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus yang dipapar sipermetrin dan untuk
mengetahui adakah hubungan antara penurunan eskpresi RE-a di tuba dan
berkurangnya jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus yang dipapar
Sipermetrin, maka dilakukan uji korelasi pearson, jika nilai p > 0,05 maka
terdapat hubungan yang bermakna antara kedua variabel yang diuji.
Kekuatan korelasi (r) dan arah korelasi menunjukkan nilai positif (+) yaitu
semakin besar suatu variabel maka semakin besar pula nilai variabel lainnya,
sedangkan nilai negatif (-) yaitu semakin besar nilai satu variabel maka

semakin kecil nilai variabel lainnya (Dahlan, 2004).
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Gambar 4.1. Skema Alur Penelitian
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1. Hasil Ekstraksi Teh Hijau

Ekstraksi teh hijau dilakukan di laboratorium Farmakologi Universitas
Brawijaya. Ekstraksi berasal dari 100 gram simplisia teh hijau. Pelarut yang
digunakan dalam pembuatan ekstrak adalah etanol 96%. Bahan dan pelarut
dicampur dengan perbandingan 1:9, kemudian direndam dan didiamkan selama
satu malam. Proses selanjutnya dilakukan evaporasi selama 1,5-2 jam hingga
larutan etanol terpisah. Hasil ekstraksi berupa pasta teh hijau sebanyak 20,5
gram. Pasta teh hijau disimpan dalam suhu 4< untuk mempertahankan
komposisi kandungannya. Saat pemberian ekstrak pada tikus, pasta teh akan
dilarutkan sesuai dosis dengan menggunakan air matang. Ekstrak teh diberikan
dalam dosis 7, 14 dan 28 mg/KgBB/hari.

5.2. Karakteristik Subyek

Penelitian ini telah dilakukan di laboratorium Farmakologi dan Patalogi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya pada bulan Februari-April
2018. Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih betina
dewasa jenis Rattus norvergicus galur Wistar yang telah memenuhi kriteria
inklusi dan ekslusi. Tikus betina didapatkan dari= Laboratorium Farmakologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Sebelum mendapat perlakuan, tikus
telah diaklimatisasi selama 8 hari. Selama perjalanan penelitian dengan
pemberian perlakuan terdapat 1 tikus yang mati sehingga jumlah keseluruhan
tikus 29 ekor, karena jumlah tikus tiap kelompok sebanyak 6 ekor tikus, dan

jumlah minimal sampel yang diperlukan sebanyak 25 ekor tikus.
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Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh ekstrak teh hijau
terhadap ekspresi ER-a dan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus

betina galur wistar (Rattus norvegicus) yang dipapar sipermetrin.

Tikus mendapat perlakuan dengan memberikan ekstrak teh hijau dan
sipermetrin selama 28 hari. Pada hari ke 29 dilakukan swab vagina pada semua
tikus untuk menentukan fase proestrus. Fase proestrus dipilih karena pada fase
tersebut jumlah estrogen dalam tubuh tikus dalam kondisi tinggi. Tikus pada fase
proestrus - akan langsung  diterminasi dengan  dilakukan pembedahan.
Pemeriksaan swab vagina dilakukan 2x/hari selama 3 hari berturut-turut. Pada
hari ke 29 didapatkan 8 tikus proestrus, hari ke 30 ada 10 tikus proestrus dan
hari ke 31 sebanyak 11 proestrus tikus. Fase proestrus secara mikroskopis

ditandai oleh sel epitel berbentuk bulat dan berinti, dapat dilihat pada Gambar 5.1

- =
‘. r‘ .
=y B &

.o .

Gambar 5.1 Fase Proestrus pada Hasil Swab Vagina Tikus
Fase Proestrus ditandai oleh banyaknya sel epitel yang berbentuk bulat
dan berinti (yang ditunjukkan oleh tanda panah). Pewarnaan
menggunakan giemsa (Pembesaran, 40x)

Pada saat pembedahan organ tuba fallopi diambil dan dikirim ke Lab.
Patologi Anatomi FKUB untuk dilakukan pembuatan slide histopatologi kemudian
dilanjutkan dengan pewarnaan Immunohistokimia yang bertujuan untuk

mengamati ekspresi ER-a pada sel epitel mukosa tuba fallopi dan dilakukan
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pengecatan Hematoksilin dan Eosin dengan tujuan untuk mengetahui jumlah sel

epitel mukosa tuba fallopi.
5.3. Hasil Penelitian Ekspresi Reseptor Estrogen o
5.3.1. Ekspresi Reseptor Estrogen-a

Pemeriksaan Ekspresi Reseptor Estrogen Alfa (ER-a) dilakukan dilakukan
pewarnaan dengan DAB dan menggunakan antibodi ER-a (D-12): sc-8005,

merk: Santa Cruz Biotechonology, Inc,sebagaimana terlihat pada Gambar 5.2.

Gambar 5.2. Hasil Imunohistokimia Ekspresi ER-a pada Tikus yang Dipapar
Ekstrak Teh Hijau dan Sipermetrin
Tanda panah merah menunjukkan inti sel epitel mukosa tuba fallopi yang
mengekspresikan ER a berwarna coklat. (IHK, pembesaran 1000x).
KN negatif memiliki jumlah ekspresi ER-a lebih banyak dibandingkan KP
dan P3 memiliki jumlah ekspresi ER-a lebih banyak dibandingkan KP, P1,
dan P2 serta jumlahnya menyerupai KN
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Jumlah ekspresi ER-a nampak pada sel epitel mukosa yang berwarna
coklat yang merupakan hasil penghitungan rerata jumlah sel per lapang
pandang. Kelompok kontrol negatif memiliki jumlah ekspresi ER-a yang lebih
banyak dibandingkan kelompok kontrol positif, sedangkan kelompok perlakuan 1
(9,94 + 2,48) yaitu kelompok paparan sipermetrin 20 mg/KgBB/hari dan ekstrak
teh hijau 7mg/KgBB/hari, memiliki rata-rata ekspresi ER-a tuba fallopi yang
paling rendah, sedangkan kelompok perlakuan 3 (16,06+2,65) yaitu kelompok
paparan sipermetrin 20 mg/KgBB/hari dan ekstrak teh hijau 28mg/KgBB/hari,
memiliki rata-rata ekspresi reseptor-a tuba fallopi yang paling tinggi. Data yang
menggambarkan ekspresi ER-a berskala rasio, sehingga uji yang digunakan
adalah uji parametrik dengan syarat data harus homogen dan berdistribusi

normal

25,00
20,00 15. 32+ 3.94 16.06 * 2.65
3 )
‘3_5. 11.52+1.41 tn At an
g g 15,00 t {a) 9.94+ 72,48 1UsoT 21U
u m )
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¢ 5 10,00
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7]
-
7]
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0,00 T T T
P1 P2 P3
Perlakuan

Gambar 5.3. Histogram Rerata Ekspresi ER-a padaTuba Fallopi

Kontrol negatif berbeda signifikan dengan kontrol positif, nhamun tidak berbeda
signifikan dengan P3. Kelompok perlakukan yakni P3 memiliki jumlah ekspresi
ERa paling banyak dibandingkan kelompok lainnya, sedangkan P1 memiliki
jumlah ekspresi ER a paling sedikit. Namun, antara P1, P2 dan KP tidak berbeda
signifikan. (P-value = 0,003).
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Untuk menguji apakah ekstrak teh hijau dapat meningkatkan jumlah
ekspresi ER a secara signifikan atau tidak, maka dilakukan uji One Way Anova,
yang telah memenuhi syarat uji normalitas p=0,192 dan homogenitas p=0,185.
Kriteria pengambilan keputusan jika p-value < 0,05 maka ada perbedaan
bermakna antar kelompok perlakuan. Uji One Way Anova pada ekspresi ER-q,
diperoleh nilai p-value =0,003, yang berarti bahwa ada perbedaan bermakna
rerata ekspresi ER-a di tuba fallopi pada kelima kelompok perlakuan. Untuk
mengetahui lebih lanjut perbedaan rata-rata jumlah ekspresi ER-a, dilakukan uji

lanjut post hoc test dengan menggunakan uji LSD.

Hasil uji LSD menunjukkan bahwa kelompok perlakuan 3 (sipermetrin 20
mg/KgBB/hari dan ekstrak teh hijau 28mg/KgBB/hari) memiliki jumlah ekspresi
reseptor-a yang paling banyak dan berbeda signifikan dengan kelompok
perlakuan kontrol positif, kelompok perlakuan 1 (sipermetrin 20 mg/KgBB/hari
dan ekstrak teh hijau 7mg/KgBB/hari), dan kelompok perlakuan 2 (sipermetrin 20
mg/KgBB/hari dan ekstrak teh hijau 14mg/KgBB/hari), namun berbeda tidak

signifikan dengan kelompok kontrol negatif (KN).

5.3.2. Hubungan Dosis Ekstrak Teh Hijau dengan Ekspresi Reseptor
Estrogen-a

Berdasarkan pengujian normalitas ekspresi ER a p= 0,548 > alpha (0,05)
sehingga data ekspresi ER a dinyatakan normal, sedangkan untuk dosis ekstrak
teh hijau tidak dilakukan pengujian normalitas karena jumlah dosis tetap pada
setiap kelompok perlakuan, sehingga data dosis ekstrak teh hijau dinyatakan

tidak normal.

Berdasarkan uji normalitas diatas, maka untuk menganalisis hubungan
antara dosis ekstrak teh hijau dengan ekspresi ER a menggunakan uji korelasi

Rank Spearman. Hasil uji diperoleh hasil r = 0,718 dan p= 0,003. Dari hasil
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tersebut dapat diketahui bahwa p-value < 0,005, sehingga Ho ditolak, yang
artinya bahwa ada hubungan yang signifikan antara dosis ekstrak teh hijau

dengan ekspresi ER a tuba fallopi.

Koefisien korelasi sebesar 0,718 menunjukkan bahwa ada hubungan yang
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positif (searah) dan kuat antara dosis ekstrak teh hijau dengan ekspresi ER-q,
yang berarti semakin tinggi dosis ekstrak teh hijau maka semakin tinggi juga

ekspresi ER-a, begitu pula sebaliknya.
5.4. Hasil Penelitian Jumlah Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi
5.4.1. Jumlah Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi

Hasil pewarnaan Hematoksilin dan Eosin diamati dengan menggunakan
mikroskop Olympus XC 10. Hasil Pewarnaan HE tuba fallopi tikus dapat dilihat

pada Gambar 5.4 dibawah ini:

# BRAWIJAYA
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Gambar 5.4 Hasil Pemeriksaan Jumlah Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi pada
Tikus yang Dipapar Ekstrak Teh Hijau dan Sipermetrin
Tanda panah menunjukkan sel epitel mukosa pada tuba fallopi. Tampak
pada gambar kelompok KN memiliki jumlah epitel mukosa paling banyak,
sedangkan KP-memiliki jumlah epitel mukosa yang paling sedikit. Jumlah
sel epitel mukosa P1, P2 dan P3 jumlahnya semakin bertambah seiring
dengan penambahan dosis ekstrak teh hijau (HE, pembesaran 1000x)

Jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi dinyatakan dengan rata-rata jumlah sel
yang dihitung per lapang pandang. Diketahui bahwa kelompok kontrol positif
(32,52 +3,53) yaitu tikus yang hanya mendapat sipermetrin 20 mg/kgBB/hari
memiliki rata-rata sel epitel mukosa tuba fallopi yang paling rendah, sedangkan
kelompok kontrol negatif (46,96 +10,85) yaitu tikus yang hanya diberikan air
matang memiliki rata-rata sel epitel mukosa tuba fallopi yang paling tinggi. Data
jumlah sel epitel berskala rasio, sehingga uji yang dapat digunakan adalah uiji

parametrik dengan syarat data harus homogen dan berdistribusi normal.
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Gambar 5.5. Histogram Jumlah Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi
Kelompok KN memiliki jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi paling banyak
dibanding kelompok yang lain, sedangkan kelompok KP memiliki jumlah sel epitel
mukosa paling sedikit. Pada kelompok perlakuan P3 memiliki jumlah sel epitel
paling banyak bila dibandingkan P1 dan P2. Jumlah sel epitel mukosa P3 sudah
mendekati KN (p-value =0,012).

Untuk mengetahui pengaruh ekstrak teh hijau terhadap jumlah sel epitel
mukosa tuba, akan dilakukan uji One Way Anova pada semua kelompok sampel,
dengan memenuhi syarat uji normalitas p=0,061 dan homogenitas p=0,195.
Kriteria pengambilan keputusan jika p-value < 0,05 maka ada perbedaan
bermakna antar kelompok perlakuan. Uji One Way Anova pada jumlah sel epitel
mukosa tuba diperoleh nilai p-value =0,012, yang berarti bahwa ada pengaruh
pemberian ekstrak teh hijau pada jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada
kelima kelompok perlakuan. Untuk mengetahui lebih lanjut perbedaan rata-rata
jumlah jumlah sel epitel mukosa, dilakukan uji lanjut post hoc test dengan

menggunakan uji LSD.

Hasil uji LSD menunjukkan kelompok kontrol negatif yang memiliki nilai
yang paling tinggi dan berbeda signifikan dengan kelompok kontrol positif dan
kelompok perlakuan 1 (sipermetrin 20 mg/KgBB/hari dan ekstrak teh hijau
7mg/KgBB/hari), namun tidak berbeda signifikan dengan kelompok perlakuan 2
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(sipermetrin 20 mg/KgBB/hari dan ekstrak teh hijau 14mg/KgBB/hari) dan
perlakuan 3 (sipermetrin 20 mg/KgBB/hari dan ekstrak teh  hijau

28mg/KgBB/hari).

5.4.2. Dosis Ekstrak Teh Hijau dengan Jumlah Sel Epitel Mukosa Pada
Tuba Fallopi

Berdasarkan pengujian normalitas pada ekspresi ER a p= 0,496 > alpha
(0,05) sehingga data jumlah sel epitel mukosa dinyatakan normal, sedangkan
untuk dosis ekstrak teh hijau tidak dilakukan pengujian normalitas karena jumlah
dosis tetap pada setiap kelompok perlakuan, sehingga data dosis ekstrak teh

hijau dinyatakan tidak normal.

Berdasarkan uji normalitas diatas, maka untuk menganalisis hubungan
antara dosis ekstrak teh hijau dengan jumlah sel epitel mukosa menggunakan uji
korelasi Rank Spearman, didapatkan hasil koefisien korelasi 0,634 dan p=0,011.
Dari hasil tersebut dapat diketahui bahwa p-value < 0,05, sehingga Ho ditolak,
yang artinya bahwa ada hubungan yang signifikan antara dosis ekstrak teh hijau

dengan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi.

Hasil koefisien korelasi sebesar 0,634 menunjukkan bahwa ada hubungan
yang positif (searah) dan kuat antara dosis ekstrak teh hijau dengan jumlah sel
epitel mukosa, yang berarti semakin tinggi dosis ekstrak teh hijau maka semakin

tinggi juga jumlah sel epitel mukosa, begitu pula sebaliknya.

5.5. Hubungan Ekspresi Reseptor Estrogen-a dengan Jumlah Sel Epitel
Mukosa pada Tuba Fallopi Tikus yang Dipapar Sipermetrin

Hasil uji normalitas yang telah dilakukan dengan menggunakan uji Shapiro
Wilk, didapatkan p-value = 0,192 untuk ekspresi ER a dan p-value = 0,061 untuk
jumlah sel epitel mukosa, hal ini dapat diartikan bahwa p-value > 0,05 (alpha),

data ekspresi ER a dan jumlah sel epitel mukosa dinyatakan normal. Sehingga,
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analisis hubungan antara ekspresi reseptor estrogen-a dan jumlah sel epitel

mukosa dilakukan menggunakan korelasi Pearson.

Dari hasil penelitian didapatkan bahwa pengujian hubungan antara
ekspresi ER-a dan jumlah sel epitel mukosa menghasilkan probabilitas 0,006,
maka dapat diartikan bahwa p-value < 0,05 (alpha), sehingga Ho ditolak. Oleh
karena itu, dapat dinyatakan bahwa ada hubungan yang signifikan antara
ekspresi reseptor estrogen-a dengan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada

tikus.

Koefisien korelasi 0,530 menunjukkan bahwa ada hubungan yang positif
(searah) dan cukup kuat antara ekspresi reseptor estrogen-a dengan jumlah sel
epitel mukosa tuba fallopi. Sehingga dapat dinyatakan, semakin tinggi ekspresi

ER-a, semakin tinggi pula jumlah sel epitel mukosa pada tikus.
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BAB 6

PEMBAHASAN

6.1. Pengaruh Ekstrak Teh Hijau terhadap Ekspresi Reseptor Estrogen-a
pada Tuba Fallopi Tikus yang Dipapar Sipermetrin

Pada penelitian ini diketahui bahwa jumlah ekspresi ER-a pada kelompok P1
memiliki- rata-rata jumlah ekspresi reseptor-a tuba fallopi yang paling rendah,
diikuti oleh P2 dan KP. Namun, ketiganya tidak berbeda secara signifikan. Hal ini
terjadi kemungkinan dikarenakan efek dari ekstrak teh hijau yang belum mampu
menangkal radikal bebas yang disebabkan oleh sipermetrin. Efek dari ekstrak teh
hijau ini dapat dipengaruhi oleh besarnya dosis yang diberikan maupun lamanya
waktu paparan. Sedangkan kelompok P3 memiliki rata-rata ekspresi reseptor-a
tuba fallopi yang paling tinggi. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian
Widowati (2017) yaitu paparan sipermetrin peroral dapat menurunkan kadar 173
estradiol serum dan meningkatkan kadar MDA tikus. Pemberian sipermetrin per
oral juga dapat menyebabkan turunnya kadar serum estradiol dan progesteron

(Molavi, et.al.2014).

Reseptor estrogen-a umumnya ditemukan pada gonad, payudara, ginjal
dan paru-paru. Reseptor ini berfungsi dalam proliferasi sel. Bila jumlah hormon
estrogen berkurang atau bahkan tidak ada, reseptor estrogen akan inaktif dan
berada dalam inti sel. Hormon estrogen yang masuk ke dalam sel target akan
berikatan dengan reseptor estrogen yang berada di inti dan menyebabkan

reseptor estrogen menjadi aktif (McDonnel & Norris, 2002).

Sipermetrin yang merupakan golongan piretroid. Penelitian pada mamalia
menyebutkan, sipermetrin secara luas dan cepat didistribusikan ke banyak
jaringan termasuk otak, hati, ginjal, dan terkonsentrasi pada jaringan saraf pusat

dan perifer (ATSDR,2003). Konsentrasi sipermetrin yang tinggi pada otak
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menyebabkan peningkatan ROS, hingga menyebabkan rusaknya sel-sel otak.
Gangguan pada sel otak menyebabkan aktivitas hipotalamus dalam memberikan
sinyal untuk sekresi hormon berkurang (Sankar et.al., 2010). Salah satu hormon
yang terganggu pengeluarannya yaitu FSH, jumlah FSH yang menurun dapat
mempengaruhi. pematangan folikel dan berpengaruh pada jumlah estrogen

Kiyama, et.al., 2015).

Hasil uji One Way Anova yang dilanjutkan uji LSD menyebutkan bahwa
ada perbedaan bermakna rerata ekspresi ER-a di tuba fallopi pada kelima
kelompok perlakuan. Kelompok P3 memiliki ekspresi reseptor-a yang paling
banyak dan berbeda signifikan dengan KP, P1, dan P2, namun berbeda tidak
signifikan dengan KN. Hal ini berarti ekspresi ER-a pada kelompok P3 sudah
mendekati tikus pada kondisi normal. Sesuai dengan penelitian Suherlin (2017)
mengatakan bahwa ekstrak teh hijau 14 mg/KgBB/hr mampu meningkatkan
jumlah sel epitel sekretorik tuba fallopi dan ekspresi ER-a pada tikus yang
dipapar MSG. Efek dari MSG adalah dapat meningkatkan radikal bebas didalam
tubuh, sama seperti efek dari sipermetrin. Untuk mengatasi efek keduanya maka

diperlukan antioksian, salah satunya yakni teh hijau.

Teh hijau mempunyai aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan
kandungan polifenol yang berperan menangkal radikal bebas dan sebagai co-
faktor enzim antioksidan di dalam tubuh seperti, super okside dismutase (SOD),
Catalase (CAT), glutathione peroxide (GPx) (Ogaly et al.,, 2015). Ekstrak teh
hijau dapat menghambat radikal bebas yang terjadi pada hipotalamus akibat
paparan sipermetrin, sehingga hipotalamus dapat berfungsi secara normal dalam

mensekresi GnRH.

Teh hijau mengandung dua aktif komponen yaitu polifenol katekin yang

menghambat aktivitas enzimatik dari catechol-o-methyltransferase dan kafein,
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sehingga menyebabkan pengeluaran norepinefrin. Norepinefrin menyebabkan
sekresi pulsatil GnRH melalui hipofisis vena portal. GhRH mengikat reseptornya
pada sel gonadotropik yang terletak di anterior hipofisis sehingga meningkatkan
kadar kalsium (dengan aktivasi fosfolipase C, D dan A). Kalsium masuk ke dalam
sel-sel dengan diacetylglycerol = mengaktifkan protein kinase C. Protein
mengaktifkan MAPK-messenger. MAPK masuk ke inti dan mengaktivasi faktor
transkripsi. Mekanisme FSH melalui aktivasi protein G, produksi cAMP, dan
aktivasi protein kinase A. Kemudian, protein terfosforilasi oleh pengaruh protein

kinase A dan akhirnya diproduksi hormon steroid (Mahmood, et.al. 2015).

6.2. Pengaruh Ekstrak Teh Hijau terhadap Jumlah Sel Epitel Mukosa pada
Tuba Fallopi Tikus yang Dipapar Sipermetrin

Dari hasil penelitian disebutkan bahwa KP memiliki jumlah sel epitel
mukosa yang paling sedikit. Sementara itu KN memiliki jumlah sel epitel mukosa
yang paling banyak, dan rerata pada setiap kelompok perlakuan, jumlah sel
epitelnya mengalami peningkatan. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian
Respatiningrum (2017), yang menyebutkan paparan sipermetrin per oral
menyebabkan peningkatan indeks apoptosis dan penurunan Kketebalan

endometrium tikus.

Didalam sel target, sipermetrin mengalami pembelahan hidrolitik
menghasilkan 3 phenoxybenzoid acid (3-PBCOH) hingga dapat meningkatkan
ROS (Idris et.al. 2012). Hasil metabolisme yang terus meningkat tersebut dapat
menyebabkan radikal bebas yang semakin banyak. Antioksidan endogen
sebagai lini pertahanan pertama dalam tubuh pada akhirnya tidak mampu
memberikan perlawanan, sehingga menyebabkan stress oksidatif hingga terjadi
apoptosis sel. Meningkatnya apoptosis sel menyebabkan proliferasi sel epitel

mukosa tuba fallopi terganggu.
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Sipermetrin yang dapat mengenai otak sebagai organ targetnya secara
langsung, menyebabkan fungsi hipotalamus tidak maksimal, sehingga
berpengaruh pada pengeluaran estrogen. Padahal estrogen merupakan hormon
utama yang mempengaruhi proliferasi pada sel-sel epitel mukosa tuba fallopi

(Sankar et.al., 2010).

Berdasarkan uji One Way Anova yang dilanjutkan dengan uji LSD
menunjukkan bahwa ada pengaruh pemberian ekstrak teh hijau terhadap jumlah
sel epitel mukosa tuba fallopi pada semua kelompok perlakuan. Kontrol negatif
memiliki jumlah sel epitel mukosa yang terbanyak dan berbeda signifikan dengan
kelompok KP dan P1, namun tidak berbeda signifikan dengan kelompok P2 dan
P3. Berdasarkan hasil tersebut, maka dapat dikatakan bahwa jumlah sel epitel
pada P2 dan P3 sudah mendekati jumlah sel epitel tikus dalam kondisi normal,
sehingga hasil tersebut menunjukkan bahwa teh hijau mampu mencegah
penurunan jumlah sel epitel mukosa pada tikus. Sesuai dengan penelitian Al
(2014) bahwa ekstrak teh hijau dosis 300 mg/KgBB dapat melindungi ovarium
tikus yang dipapar MSG yang ditunjukkan dengan adanya peningkatan jumlah
folikel. Monosodium glutamat merupakan zat yang dapat mengakibatkan
meningkatnya radikal bebas didalam tubuh bila dikonsumsi secara berlebihan.
Efek yang ditimbulkan oleh MSG ini serupa dengan efek yang dapat ditimbulkan
oleh sipermetrin, sehingga ekstrak teh hijau sama-sama dapat mengurangi efek

radikal bebasnya.

Teh hijau dapat berfungsi sebagai antioksidan karena kandungan katekinnya
yang tinggi. Teh hijau dapat berperan sebagai scavenging dalam radikal bebas.
Aktivitas polifenol teh hijau lebih besar dari vitamin C atau E, sehingga mampu
memberikan perlindungan terhadap radikal bebas. Polifenol yang diisolasi dari
teh hijau mampu menghambat superoksida radikal (O, hidroksil radikal (OH")
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dan peroxyl radikal (ROO). Polifenol dari teh hijau ini mampu menghambat
radikal bebas di semua bagian sel, dan seluruh bagian tubuh yang berbeda
sebelum terjadinya kerusakan (Wu Weanbiao, 2013).

Flavonoid yang merupakan salah satu golongan dari polifenol ini,
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mempunyai gugus hidroksil (OH) sehingga dapat menetralkan radikal bebas
dengan cara donor atom hidrogen sehingga molekul non radikal yang stabil
(Amic dkk., 2003). Posisi o-dihidroksi dan adanya gugus hidroksi dan keton yang
bertetangga dapat membentuk kompleks dengan beberapa logam menurut
Markham (1988), sehingga dapat mencegah terbentuknya radikal bebas dan

peroksidasi lipid.

Berdasarkan penelitian dan teori diatas, maka dapat diketahui bahwa
semakin. tinggi dosis teh hijau yang dikonsumsi maka, semakin kuat juga
perlawanan terhadap adanya radikal bebas didalam tubuh. Sipermetrin yang
merupakan sumber prooksidan dapat dilawan dengan pendonoran atom gugus
hidroksil, sehingga hasil metabolit sipermetrin berupa 3-PBCOH yang reaktif bisa

menjadi stabil.

6.3. Hubungan Dosis Ekstrak Teh Hijau dengan Ekspresi Reseptor
Estrogen-a dan Jumlah Sel Epitel Mukosa pada Tuba Fallopi Tikus
yang Dipapar Sipermetrin

Dari hasil perhitungan korelasi Rank Spearman, diketahui bahwa p-value <
0,05, yang artinya ada hubungan yang signifikan antara dosis ekstrak teh hijau
dengan ekspresi ER-a maupun antara dosis ekstrak teh dengan jumlah sel epitel
mukosa tuba fallopi. Sedangkan, koefisien korelasi sebesar 0,718 dan 0,634
menunjukkan bahwa ada hubungan yang positif (searah) dan kuat, yang berarti
semakin tinggi dosis ekstrak teh hijau maka semakin tinggi juga jumlah sel epitel

mukosa, begitu pula sebaliknya.
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Sadat (2015) yang menyatakan pemberian ekstrak teh hijau pada dosis
100 mg/KgBB; 200mg/KgBB dan; 400mg/KgBB dapat melindungi terhadap organ
reproduksi tikus yang dipapar malathion 40mg/KgBB, ditunjukkan dengan

adanya peningkatan kadar estrogen, progesteron, FSH, LH dan peningkatan
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jumlah folikel ovarium. Namun dosis ekstrak teh hijau yang digunakan cukup
besar. Sementara itu penelitian yang dilakukan oleh Penelitian Mahmood (2015)
yaitu teh hijau dapat mengurangi toksisitas dari Cadmium Chloride 400 mg/KgBB
selama 21 hari, yang ditandai dengan peningkatan hormon FSH dan LH. Dosis
teh hijau terkecil dalam penelitian tersebut yaitu 7 mg/KgBB/hr sudah signifikan
mampu mengurangi efek dari Cadmium dibandingkan dengan kelompok kontrol

positif.

Pada penelitian ini dosis ekstrak teh hijau yang digunakan sebesar 7
mg/KgBB/hr, 14 mg/KgBB/hr dan 28 mg/KgBB/hr. Pilihan dosis ini berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan oleh Suherlin (2017) dan Mahmood (2015).
Peneliti memilih dosis ini sebagai acuan pemberian dosis teh hijau pada
penelitian pengaruh ekstrak teh hijau dengan ekspresi reseptor estrogen-a dan
jumlah sel epitel mukosa pada tuba tikus yang dipapar sipermetrin dengan
harapan pemberian dosis terkecil sudah mampu memberikan pengaruh yang

signifikan terhadap efek dari sipermetrin.

Dari hasil temuan didapatkan bawah semakin tinggi dosis teh hijau yang
diberikan, maka semakin banyak tinggi pula jumlah ekspresi ER-a dan jumlah sel
epitel mukosa tuba fallopi. Pada kelompok P3 yaitu pemberian ekstrak teh hijau
28 mg/KgBB/hari sudah mampu membuat ekspresi ER-a dan jumlah: sel epitel

mukosa tuba fallopi seperti kondisi pada tikus normal yaitu kelompok KN. Namun

IVERSITA

belum diketahui ambang batas maksimal penggunaan dari dosis ekstrak teh hijau
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ini karena keterbatasan dari varian dosis teh hijau yang digunakan.
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6.4. Hubungan Ekspresi Reseptor Estrogen-a dengan Jumlah Sel Epitel
Mukosa pada Tuba Fallopi Tikus yang Dipapar Sipermetrin

Estrogen adalah hormon steroid yang terlibat dalam berbagai proses
fisiologis di beberapa jaringan, seperti dalam sistem saraf pusat, kardiovaskular,
tuba fallopi, uterus, payudara, tulang, dan hati (Tecalco-Cruz, 2017). Estrogen
memainkan peran penting dalam pertumbuhan, deferensiasi dan fungsi jaringan
reproduksi. Efek estrogen dimediasi melalui reseptor estrogen (ER), yang
merupakan anggota hormon steroid reseptor superfamili yang mengatur

transkripsi gen.(Pelletier, 2000).

Estrogen mengikat ER-a dalam sitoplasma dan/atau dalam inti,
membentuk Estrogen Reseptor Elemen (ERE). Estrogen dan ER-a yang
berikatan dapat menginduksi aktivasi, dimerisasi, dan fosforilasi ER-a, dan
merekrut coactivators untuk memediasi transkripsi- gen (Levin,2015). Kompleks
estrogen-reseptor akan berikatan dengan estrogen reseptor elemen yang terletak
didekat gen yang akan dikendalikan transkripsinya. Setelah berikatan dengan
ERE, kompleks tersebut akan berikatan dengan protein koaktivator dan
mengaktifkan faktor transkrip. Aktivasi gen tersebut akan menghasilkan mRNA
yang mengarah pada pada sintesis protein tertentu, yang kemudian

mempengaruhi fungsi sel, tergantung sel targetnya (Zullies, 2006).

Hasil penghitungan korelasi Pearson menunjukkan hubungan antara
ekspresi ER-a dan jumlah sel epitel mukosa menghasilkan probabilitas 0,006.
Oleh karena itu, dapat dinyatakan bahwa ada hubungan yang signifikan antara
ekspresi reseptor estrogen-a dengan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada
tikus. Sementara itu koefisien korelasi 0,530 menunjukkan bahwa ada hubungan
yang positif (searah) dan cukup kuat antara ekspresi reseptor estrogen-a dengan
jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi. Sehingga dapat dinyatakan, semakin tinggi

ekspresi ER-a, semakin tinggi pula jumlah sel epitel mukosa pada tikus.
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Reseptor Estrogen-a merupakan mediator utama dari aksi estrogenik
dalam jaringan tuba. Pada fase folikuler terjadi proliferasi sel epitel mukosa
(Gruber et al., 2002). Sel epitel mukosa tuba fallopi terdiri dari sel epitel bersilia

dan sel epitel sekretorik. Selama fase proestrus awal, sel epitel mengalami
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proliferasi dan terjadi peningkatan aktivitas pada sel, sel epitel ini menunjukkan
perubahan berdasarkan siklus follikuler sesuai fasenya yaitu akan terlihat tinggi
selama fase follikuler yang disebabkan oleh kadar estrogen dalam darah
meningkat dan menjadi rendah pada saat luteal akhir. Semakin tingginya kadar
estrogen ini juga membuat ekspresi ER-a semakin meningkat, sehingga

proliferasi sel epitel mukosa tuba fallopi juga meningkat.
6.5. Keterbatasan Penelitian
Adapun keterbatasan dalam penelitian ini antara lain:

1. Pada penelitian ini tidak dilakukan sinkronisasi fase proestrus pada masing-
masing sampel, sehingga waktu pembedahan yang dilakukan berbeda, dan

dikhawatirkan akan mempengaruhi efek sipermetrin pada tikus.

2. Kurangnya variasi dosis pada penelitian ini menyebabkan sulitnya melihat
tren efek ekstrak teh hijau. Pada penelitian ini hanya digunakan tiga varian
dosis ekstrak teh hijau yaitu 7, 14, dan 28 mg/KgBB sehingga belum

diketahui dosis maksimal dari penggunaan ekstrak teh hijau.

3. Hasil = penelitian  belum bisa digeneralisasikan kemanusia, karena
penggunaan teh hijau pada masyarakat biasanya menggunakan teh celup
atau teh rendam, bukan ekstrak teh hijau sehingga kandungan senyawa

dalam teh kemungkinan berbeda.

4. Penelitian ini hanya menilai dua parameter pada tuba fallopi yang

dipengaruhi oleh sipermetrin dan efek dari ekstrak teh hijau, sehingga perlu
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parameter lain untuk diteliti agar diketahui pengaruh sipermetrin dan ekstrak

teh hijau pada seluruh bagian tuba fallopi.

84



-
o
<

A
—
—
jE—
o

G
L= ]
o
o T
[« B
j=—

7.1.

7.2.

BAB 7
PENUTUP
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini, maka didapatkan kesimpulan bahwa:

. Ekstrak teh hijau terbukti dapat mencegah penurunan ekspresi ER-a dan

jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi pada tikus betina galur Wistar (Rattus
norvegicus) yang dipapar sipermetrin.

Ada hubungan yang positif (searah) dan kuat antara dosis ekstrak teh hijau
dengan peningkatan ekspresi reseptor estrogen alpha dan jumlah sel epitel

mukosa pada tikus.

. Ada hubungan yang positif (searah) dan cukup kuat antara ekspresi reseptor

estrogen alpha dengan jumlah sel epitel mukosa tuba fallopi tikus yang

dipapar sipermetrin.

Saran

1. Disarankan dilakukan sinkronisasi fase proestrus pada tikus, agar waktu
pembedahan dapat dilakukan bersamaan.

2. Perlu dilakukan « uji toksisitas dengan dosis yang lebih tinggi dari
28mg/KgBB terhadap ekstrak teh hijau untuk mengetahui dosis maksimal
penggunaan ekstrak teh hijau sebagai antioksidan

3. Perlu dilakukan penelitian serupa dengan menggunakan dekok teh hijau,
karena cara tersebut mendekati cara pembuatan teh dimasyarakat.

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh ekstrak teh hijau
terhadap ketebalan otot polos pada tuba fallopi tikus yang dipapar

sipermetrin.
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Nama Barang : Rizotin 100 EC
Kategori . Insektisida
Bahan Aktif . Sipermetrin 100 gram/I

Sasaran . Ulat gayak, kutu, kecoa, nyamuk
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Lampiran 5: Teh Hijau

Grégnlea
Vabedita

Nama Barang
Varietas

Penanaman

Sumber

Gréen Tea
Yabodita

Green Tea Yabukita

Camellia sinensis klon yabukita
Ditanam pada kawasan Gunung
Gambir Argopuro, Jember, Jawa
Timur. Ketinggian 950-1200 m dpl
http://rollaas.co.id/rolaspedia/rollaas-
green-tea-yabukita/. Diakses pada

Rabu, 16 Mei 2018
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Lampiran 6: Data sheet ER-a (D-12): sc- 8005 Santa Cruz Biotechnology,

NC

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.

ERa (D-12): sc-8005

SIOTECHNOLORY

The Power to Question

[BACKGROUND ]

[APPLICATIONS 1

Estrogen receptors {ER) are members of the steroid/thyroid hormone receptor
superfamily of ligand-activated transcription factors. Estrogen receptors, in-
cluding ERex and ERB, contain DNA binding and figand binding domains and
are critically involved in regulating the normal function of reproductive tissues.
They are located in the nucleus, though some estrogen receptors associate
with the cell surface membrane and can be rapidly activated by exposure of
cells to estrogen. ERax and ERP have been shown to be differentially activated
by various ligands. Receptor-ligand interactions trigger a cascade of events,
including dissociation from heat shock proteins, receptor dimerization, phos-

phorylation and the iation of the h d receptor with spe-
cific regulatory elements in target genes. Evidence suggests that ERc and
ERB may be regulated by distinct even though they share many
functional characteristics.

[REFERENCES ]
1. Mason, B.H., et al. 1983. Prog; and ptors as prog-

nostic variables in breast cancer. Cancer Res. 43: 2985-2930.

2. Evans, R.M. 1988. The steroid and thyroid hormone receptor superfamily.
Science 240: 889-835. ‘

3. Danielian, PS., et al. 1992. Identification of a conserved region required
forh depend iptional activation by steroid b
receptors. EMBO J. 11: 1025-1033.

4. Kliewer, S.A., et al. 1992. Retinoid X receptor interacts with nuclear

ERex (D-12} is recommended for detection of ERcx of mouse, rat and human
origin by Westem Blotting {starting dilution 1:200, dilution range 1:100-
1:1000), immunoprecipitation [1-2 pg per 100-500 pg of total protein (1 mi
of cell lysatel], immunofiuorescence (starting dilution 1:50, dilution range
1:50-1:500), immunchistochemistry {including paraffin-embedded sections)
{starting dilution 1:50, dilution range 1:50-1:500) and solid phase ELISA
{starting dilution 1:30, dilution range 1:30-1:3000).

Suitable for use as control antibody for ERct SiRNA (h): sc-29305, ERct
SIRNA (m): sc-29306, ERex SIRNA {r): sc-45349, ERae shRNA Plasmid {h):
s£-29305-SH, ERa shRNA Plasmid {m): sc-29306-SH, ERc shRNA Plasmid {r):
sc-45349-SH, ERa shRNA (h) Lentiviral Particles: sc-29305-V, ERce shRNA {m)
Lentiviral Particles: sc-23306-V and ERc. shRNA {r} Lentiviral Particles:
SC-45948-V.

ERax {D-12) X TransCruz antibody is recommended for Gel Supershift and
ChiP applications.

Molecular Weight of ERct fong isoform: 66 kDa.
Molecular Weight of ERax short isoform: 54 kDa.
Molecular Weight of ER46: 48 kDa.

Molecular Weight of ER36: 36 kDa.

Positive Controls: MCF7 whole cell lysate: sc-2206, T-47D celi fysate: sc-2293
or ZR-75-1 cell lysate: sc-2241.

receptors in retinoic acid, thyroid hormone and vitamin D; signali
Nature 355: 446-449,

[CHROMOSOMAL LOCATION ]

Genetic focus: ESR1 (human} mapping to 6¢25.1; Esr1 {mouse) mapping
w0 10AL

[SOURCE ]

ERa {D-12) is a mouse monoclonal antibody raised against amino acids
2-185 mapping at the N-terminus of estrogen receptor a of human origin.

[PRODUCT ]

Each vial contains 200 yg IgG;, kappa light chain in 1.0 ml of PBS with < 0.1%
sodium azide and 0.1% gelatin. Also available as TransCruz reagent for Gel
Supershift and ChiP applications, sc-8005 X, 200 pg/0.1 ml.

ERa (D-12} is available conjugated to fl in (sc-8005 FITC), 200 pg/mi,
for IF, IHC{P) and FCM.

In addition, ERa {D-12) is available conjugated to TRITC {sc-8005 TRITC,
200 pg/mi), for IF, IHC(P) and FCM.

[STORAGE ]

Store at 4° C, **DO NOT FREEZE**. Stable for one year from the date of
shipment. Non-hazardous. No MSDS required.

| DATA |
AB C DE
122K~
90K~
- £~ Fa
5K- 5 3
43K- S € 9 n
el s

ERex {D-12): 5c-8005. Western biot analysis of ERer
expression in non-transfected HEK293T (A), buman
ERa transfected HEK293T {B), MCF7 (C), T-470 (D)
2and SK-BR-3 (E} whole cell Jysates. Note lack of

ERax {0-12]: 5c-8005. Immunoperoxidase staining of

formalin fixed, paraffin-embedded human breast

tissue showing nuclear staining of glandular cefls (AL
ddase staining of formelin fixed, paraffin-

reactivity in fne E (Estrogen Receptor negative cell line).  embedded human cervix tissue showing nuclear
staining of subset of squamous epithelial cells (B].

[SELECT PRODUCT CITATIONS ]

1. Speir, E., et al. 2000. Competition for p300 regulates transcription by
estrogen receptors and nuclear factor-«B in human coronary smocth
muscle cells. Circ. Res. 87: 1006-1011.

2.Bacailao, K., et al. 2016. Levels of regulatory proteins associated with
cell proliferation in endometria from untreated patients having polycystic
ovarian syndrome with and without endometriai hyperplasia. Reprod. Sci.
23:211-218.

[RESEARCH USE ]
For research use only, not for use in diagnostic procedures.

Santa Cruz Biotechnology, Inc.  1.800457.3801 831.457.3800 fox831.45/.3801 Europe 0080045738000 49622145030 wwwi.schtcom
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Lampiran 7: Uji statistik
LAMPIRAN
1. Analisis Perbedaan Pengaruh Dosis Ekstrak Teh Hijau (Camellia

sinensis) terhadap Ekspresi Reseptor a Tuba Fallopi
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Descriptive Statistics

Dependent Variable: Ekspresi Reseptor a Tuba

Fallopi
Std.

Dosis Mean Deviation N
Kontrol

. 15.3200 3.93662 5
Negatif
Kontrol Positif | 11.5200 1.40961 5
P1 9.9400 2.48455 5
P2 10.4800 2.10404 5
P3 16.0600 2.64632 5
Total 12.6640 3.54011 25

Pengujian Asumsi Normalitas

Tests of Normality

Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.

Kolmogorov-Smirnov?
Statistic df Sig.

|Ekspresi Reseptor a .
_ ,138 25 ,200 ,945 25| ,192
Tuba Fallopi

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Pengujian Asumsi Homogenitas

Levene's Test of Equality of Error

Variances®
Dependent Variable: Ekspresi Reseptor a
Tuba Fallopi
F dfl df2 Sig.
1.722 4 20 .185

Tests the null hypothesis that the error
variance of the dependent variable is
equal across groups.
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a. Design: Intercept + X
Analisis ANOVA

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Ekspresi Reseptor a Tuba Fallopi
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Type 1l Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected 160.430° 4 40.107| 5715  .003
Model
Intercept 4009.422 1 4009.422| 571.354 .000
X 160.430 4 40.107 5.715 .003
|Error 140.348 20 7.017
Total 4310.200 25
|ICorrected Total 300.778 24

a. R Squared = .533 (Adjusted R Squared = .440)

Pengujian Multiple Comparison (Post Hoc) —LSD (BNT)

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Ekspresi Reseptor a Tuba Fallopi

LSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference | Std. Lower Upper
(1) Dosis (J) Dosis (1-J) Error Sig. Bound Bound
Kontrol Kontrol .
. . 3.8000 |1.67540 .035 .3052 7.2948
Negatif Positif
P1 5.3800" 1.67540 .004 1.8852 8.8748
P2 4.8400 |1.67540| .009 1.3452 8.3348
P3 -.7400]1.67540 .663 -4.2348 2.7548
Kontrol Kontrol *
. . -3.8000 (1.67540 .035 -7.2948 -.3052
Positif Negatif
P1 1.5800(1.67540 357 -1.9148 5.0748
P2 1.0400(1.67540 542 -2.4548 4.5348
P3 -4.5400" [1.67540 .013 -8.0348 -1.0452
IP1 Kontrol .
, -5.3800 (1.67540 .004 -8.8748 -1.8852
Negatif
Kontrol
" -1.5800(1.67540 .357 -5.0748 1.9148
Positif
P2 -.540011.67540 .751 -4.0348 2.9548
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S
"(_é P3 -6.1200" [1.67540 .002 -9.6148 -2.6252
P P2 Kontrol .
= ) -4.8400 |1.67540 .009 -8.3348 -1.3452
. Negatif
= Kontrol
ontro
= ” -1.0400(1.67540 542 -4.5348 2.4548
= Positif
3 P1 .5400(1.67540 751 -2.9548 4.0348
i P3 -5.5800" |1.67540 .003 -9.0748 -2.0852
|IP3 Kontrol
. .7400(1.67540 .663 -2.7548 4.2348
Negatif
Kontrol .
" 4.5400 (1.67540 .013 1.0452 8.0348
Positif
P1 6.1200"|1.67540 .002 2.6252 9.6148
P2 5.5800"|1.67540 .003 2.0852 9.0748

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 7.017.
*. The mean difference is significant at the .05 level.

Tabel 5.1 Hasil Uji LSD Ekspresi Reseptor Estrogen o

Probabilitas

Dosis Rata-Rata Notasi
KN KP P1 P2 P3
KN 15.32 0.035*  0.004* 0.009* 0.663 b
KP 11.52 0.035* 0.357 0.542 0.013* a
P1 9.94 0.004*  0.357 0.751 = 0.002* a
P2 10.48 0.009* = 0.542 0.751 0.003* a
P3 16.06 0.663  0.013* 0.002* 0.003* b

p-value<0,05 adalah bermakna (*), jika  memuat huruf yang berbeda berarti ada
perbedaan yang bermakna (p-value < 0,05) dan jika memuat huruf yang sama berarti
tidak ada perbedaan yang bermakna (pvalue>0,05).
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=
=
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2. Analisis Perbedaan Pengaruh Dosis Ekstrak Teh Hijau (Camellia

sinensis) terhadap Jumlah Sel Epitel Mukosa Tuba Fallopi

Descriptive Statistics
Dependent Variable: Sel Epitel Mukosa

Std.

|Dosis Mean Deviation N
Kontrol

. 46.9600 10.85371 5
Negatif
Kontrol Positif | 32.5200 3.53086 5
P1 32.6600 4.67151 5
P2 38.6000 3.98058 5
P3 42.7600 8.19317 5
Total 38.7000 8.50794 25

Pengujian Asumsi Normalitas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Sel Epitel .
P! ,136 25 ,200 ,923 25 ,061
|[Mukosa

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Pengujian Asumsi Homogenitas

Levene's Test of Equality of Error
Variances®
Dependent Variable: Sel Epitel Mukosa

F

dfl

df2

Sig.

1.676

4

20 .195

Tests the null hypothesis that the error
variance of the dependent variable is
equal across groups.

a. Design: Intercept + X
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Analisis ANOVA

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Sel Epitel Mukosa

Type 1l Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected a

796.976 4 199.244 4.238 .012

Model
Intercept 37442.250 1| 37442.250| 796.420 .000
X 796.976 4 199.244 4.238 .012
|Error 940.264 20 47.013
Total 39179.490 25
|Corrected Total 1737.240 24

a. R Squared = .459 (Adjusted R Squared = .351)

Pengujian Multiple Comparison (Post Hoc) — LSD (BNT)

Multiple Comparisons
Dependent Variable: Sel Epitel Mukosa

LSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference | Std. Lower Upper
() Dosis (J) Dosis (1-J) Error Sig. Bound Bound
Kontrol Kontrol .
. . 14.4400 |4.33651 .003 5.3942 23.4858
Negatif Positif
P1 14.3000" |4.33651 .004 5.2542 23.3458
P2 8.3600(4.33651 .068 -.6858 17.4058
P3 4.2000 (4.33651 .344 -4.8458 13.2458
Kontrol Kontrol .
" i -14.4400 (4.33651 .003| -23.4858 -5.3942
Positif Negatif
P1 -.140014.33651 975 -9.1858 8.9058
P2 -6.0800(4.33651 176 -15.1258 2.9658
P3 -10.2400"|4.33651 .028| -19.2858 -1.1942
|P1 Kontrol .
. -14.3000 (4.33651 .004| -23.3458 -5.2542
Negatif
Kontrol
. .14001]4.33651 .975 -8.9058 9.1858
Positif
P2 -5.9400|4.33651 .186| -14.9858 3.1058
P3 -10.1000°|4.33651| .030( -19.1458| -1.0542
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Kontrol
. -8.3600 |4.33651 .068| -17.4058 .6858
Negatif
Kontrol
on. r.o 6.0800 |4.33651 176 -2.9658| 15.1258
Positif
P1 5.9400|4.33651 .186 -3.1058| 14.9858
P3 -4.1600 |4.33651 .349| -13.2058 4.8858
|IP3 Kontrol
. -4.2000 |4.33651 344 -13.2458 4.8458
Negatif
Kontrol .
" 10.2400 (4.33651 .028 1.1942| 19.2858
Positif
P1 10.1000° [4.33651 .030 1.0542| 19.1458
P2 4.1600 (4.33651 .349 -4.8858| 13.2058
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 47.013.
*. The mean difference is significant at the .05 level.
Hasil Uji LSD Jumlah Epitel Mukosa Tuba Fallopi
Dosis Rata-Rata RAPbilitasy Notasi
KN KP P1 P2 P3
KN 46.96 0.003*  0.004* 0.068 0.344 b
KP 32.52 0.003* 0.975 0.028* a
P1 32.66 0.004*  0.975 a
P2 38.6 0.068 0.176  0.186
P3 42.76 0.344  0.028* 0.03*

p-value<0,05 adalah bermakna (*), jika memuat huruf yang berbeda berarti ada
perbedaan yang bermakna (p-value < 0,05) dan jika memuat huruf yang sama berarti

tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value>0,05).
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3. Analisis Hubungan Dosis Ekstrak Etanol Teh Hijau (Camellia sinensis)
dengan Ekspresi Reseptor a Tuba Fallopi

Asumsi Normalitas Data

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ek iR t .
SPrest Resepror 148 15| 2007 951 15| 548
a Tuba Fallopi
Dosis .269 15 .005 776 15| .002

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Analisis Korelasi Rank Spearman

Correlations

Ekspresi
Reseptor a
Tuba Fallopi | Dosis
Spearman's Ekspresi Reseptor Correlation "
P P .p . 1.000 .718
|rho a Tuba Fallopi Coefficient
Sig. (2-tailed) : .003
N 15 15
Dosis Correlation .
. .718 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) .003
N 15 15

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

105




-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

4. Analisis Hubungan Dosis Ekstrak Etanol Teh Hijau (Camellia sinensis)

dengan Jumlah Sel Epitel Mukosa

Asumsi Normalitas Data

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Sel Epitel .
112 15 .200 .948 15 496
Mukosa
Dosis .269 15 .005 776 15 .002
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Analisis Korelasi Rank Spearman
Correlations
Sel Epitel
Mukosa Dosis
Spearman's rho Sel Epitel Correlation .
. 1.000 .634
Mukosa Coefficient
Sig. (2-tailed) .011
N 15 15
Dosis Correlation .
. .634 1.000
Coefficient
Sig. (2-tailed) .011
N 15 15

*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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5. Analisis Hubungan Ekspresi Reseptor a Tuba Fallopi dengan Jumlah Sel
Epitel Mukosa dengan

Asumsi Normalitas Data

Tests of Normality

-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Sel Epitel 136 o5 2007 923 5| 061
Mukosa
Ekspresi
Reseptor a Tuba .138 25 .200° .945 25 192
Fallopi

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Analisis Korelasi Pearson

Correlations

Ekspresi
Reseptor a Sel Epitel
Tuba Fallopi Mukosa
|Ekspresi Reseptor a Pearson 1 530"
Tuba Fallopi Correlation
Sig. (2-tailed) .006
N 25 25
Sel Epitel Mukosa Pearson "
Correlation 30 !
Sig. (2-tailed) .006
N 25 25

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Lampiran 8: Dokumentasi penelitian

Proses Maserasi Ekstrak Teh Hijau
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Proses perendaman teh hijau . Proses evaporasi

Proses pengenceran teh hijau
sesuai dosis

Pemeliharaan, Pemberian Perlakuan dan Pembedahan Tikus

Penomoran tikus sebelum dilakukan Penimbangan BB tikus dilakukan
aklimatisasi setiap minggu

BRAWIJAYA
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4C.1

repository.ub

Pemberian sipermetrin melalui
sonde lambung

Pemberian teh hijau melalui sonde Pembedahan
lambung sesuai dosis

<C
2
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£
&
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Pelaksanaan Swab Vagina Tikus
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Mengambil apusan lendir vagina tikus Mengusapkan apusan vagina tikus
pada slide yang telah diberi label

Membaca hasil swab'vagina

Hasil swab vagina yang menunjukkan
fase proestrus

BRAWIJAYA
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Pengecatan Hematoksilin dan Eosin

repository.ub.ac.id

Jaringan dalam cassate yang sudah Mesin mikrotom
diblok parafin

A=
W pe

=1 T

Proses pengecatan utama Larutan alkohol dan xylol
menggunakan Harris Hematoksilin

v

L ]

TS

Proses pengeringan dan pemasangan Hasil dari pengecatan HE
cover glass
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=
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i

Mikroskop xc 10 untuk pengamatan
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Proses Immunohistokimia

-
o
(o=

-
-
—
T
o

—
)
o
=
s

o ———

Antigen Retrieval Hasil IHK

BRAWIJAYA

Pengamatan dengan mikroskop

g
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Lampiran 9: Riwayat Hidup
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2006. Tahun 2006 melanjutkan pendidikan Diploma I

Kebidanan di Poltekkes Kemenkes Malang lulus pada tahun 2009. Kemudian
melanjutkan Diploma IV Bidan Pendidik tahun 2010 di Poltekkes Kemenkes
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