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Pengaruh Perasan Daun Semanggi Air (Marsilea crenata)
Terhadap Percepatan Siklus Birahi Tikus (Rattus norvegicus)
Betina Berdasarkan Ketebalan Laisan Sel Epitel
Vagina dan Ulangan Estrus

ABSTRAK

Siklus estrus merupakan proses yang dikendalikanolehberbagaihormon,
baikhormondariHipotalamus-hipofisamaupundariovarium. Estrogen
dapatmenimbulkanresponterhadapaktivitasbetinaseperti:
perkembangansifatseksualsekunder, perilakupersiapankawin (estrus), mempersiapkan
uterus untukimplantasidanmenyiapkanperkembangankelenjarsusu. Penggunaan bahan
alami yang mengandung estrogen-like substances (fitoestrogen/herbal estrogen) banyak
dikembangkan karena diyakini tidak menimbulkan efek samping , dibandingkan dengan
estrogen sintesis atau obat-obat hormonal pengganti (hormonal replacement
therapy/HRT). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian daun
semanggi air (Marsilea crenata) terhadap gambaran histologi vagina dan lama fase siklus
birahi yang dilihat berdasarkan kornifikasi sel epitel vagina pada tikus putih (Rattus
norvegicus) betina. Hewan model menggunakan tikus (Rattus norvegicus) galur wistar
betina dan berumur 2 bulan dengan bobot 100-150 gram. Penelitian ini menggunakan 6
kelompok perlakuan yakni kontrol positif, kontrol negatif, Kelompok tikus yang diberi
daun semanggi air dengan konsentrasi 20%, 40%, 60%, dan 80% selama 23 hari.Analisis
data kuantitatif menggunakan one way Analisiss of Variance (ANOVA) dan dilanjutkan
dengan uji Tukey (o =5 %). Tebal lapisan sel epitel vagina diamati secara kuantitatif dan
Kornifikasi sel epitel vagina diamati melalui swab vagina.Hasil penelitian menunjukan
bahwa pemberian perasan daun semanggi air berpengaruh terhadap percepatan siklus
birahi berdasarkan ketebalan lapisan sel epitel vagina dan ulangan estrus pada tikus
(Rattus norvegicus) betina.

Kata kunci: semanggi air, Estrus, Swab vagina
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The effect Of The Squered The Leeaf Water Clover (Marcileacrenata) For
Acceleration Of The Cycle Of Lust Mice ( Rattusnorvegicus ) Femele Seen
Based On The Thickness Of The Vaginal Epithelial and estrus replication

ABSTRACT

The estrus cycle is a process controlled by various hormones, either hormones of the
hypothalamus-pituitary as well as from the ovaries. Estrogen can make cause a response
to female activities such as: the development of secondary sexual behavior, the behavior
of mating preparation (estrus), preparing the uterus for implantation and preparing the
development of the mammary gland. The use of natural substances containing estrogen-
like substances (phytoestrogens / estrogen herbs) is widely developed because it is
believed to have no side effects, compared with estrogen synthesis or hormonal
replacement therapy (HRT). The purpose of this research is to know the effect of the leaf
water clover (Marsileacrenata) to the histothology of vaginal and the length of the cycle
of lust which is seen based on the chromosomy of vaginal epithelial cells on female mice
(Rattusnorvegicus). Animal model using mice (Rattusnorvegicus) female wistar strain
and 2 months old with weight 100-150 grams. This research used 6 treatment groups that
were positive control, negative control, group of mice that were given clover leaves water
with concentration 20%, 40%, 60%, and 80% for 23 days. Quantitative of the data
analysis using one way Analisiss of Variance (ANOVA) and continued with Tukey test
(a0 = 5%). The thickness of the vaginal epithelial cell layer was observed quantitatively
and the cordification of vaginal epithelial cells was observed through the vaginal
swab.The results ofthe study indicated that administration water from the leaves clover
given the influence to acceleration of cyclical cycle, beacause based on the thickness of
the vaginal epithelial cell layer and estrus replication in female rat (Rattus norvegicus)

Keywords: Leaf water clover, Estrus, Swab vaginal
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The effect Of The Distilation The Leeaf Water Clover (Marcilea crenata) For
Acceleration Of The Cycle Of Lust Mice ( Rattus norvegicus ) Femele Seen Based On
The Thickness Of The Vaginal Epithelial and The Kornifikasi Of vaginal Epithelial

Cells

ABSTRACT

The estrus cycle is a process controlled by various hormones, either hormones of the hypothalamus-
pituitary as well as from the ovaries. Estrogen can make cause a response to female activities such as:
the development of secondary sexual behavior, the behavior of mating preparation (estrus), preparing
the uterus for implantation and preparing the development of the mammary gland. The use of natural
substances containing estrogen-like substances (phytoestrogens / estrogen herbs) is widely developed
because it is believed to have no side effects, compared with estrogen synthesis or hormonal
replacement therapy (HRT). The purpose of this research is to know the effect of the leaf water clover
(Marsilea crenata) to the histothology of vaginal and the length of the cycle of lust which is seen
based on the chromosomy of vaginal epithelial cells on female mice (Rattus norvegicus). Animal
model using mice (Rattus norvegicus) female wistar strain and 2 months old with weight 100-150
grams. This research used 6 treatment groups that were positive control, negative control, group of
mice that were given clover leaves water with concentration 20%, 40%, 60%, and 80% for 23 days.
Quantitative of the data analysis using one way Analisiss of Variance (ANOVA) and continued with
Tukey test (o = 5%). The thickness of the vaginal epithelial cell layer was observed quantitatively and
the cordification of vaginal epithelial cells was observed through the vaginal swab. The results
showed that the giving of the distilation of the leaf water clover was able to increase the thickness of
the vaginal epithelial layer by 35.58% in the 80% treatment group.

Keywords: Leaf water clover, Estrus, Swab vaginal



BAB | PENDAHULUAN

1.1 LatarBelakang

Reproduksi pada ternak memiliki proses yang rumit karena melibatkan
banyak faktor. Ketidak munculannya salah satu atau lebih faktor dapat
menimbulkan gangguan reproduksi.Padahewan yang
dewasaseksualdikenaladanyasiklusreproduksi.Siklusreproduksiadalahsiklusseksua
| yang terdapatpadaindividubetinadewasaseksualdantidak  bunting  yang
meliputiperubahan-perubahansiklikpada organ-organ reproduksitertentu,
sepertiovarium, uterus, dan vagina
dibawahpengendalianhormonreproduksi.Interval  timbulnyasatuperiode  estrus
kepermulaanperiode estrus berikutdikenalsebagaisatusiklus estrus.Interval-interval
inidisertaiolehsuatuperubahan-perubahanfisiologik di
dalamsalurankelaminbetina(Taylor, 2004).

Siklus estrus merupakan proses yang dikendalikanolehberbagaihormon,
baikhormondariHipotalamus-hipofisamaupundariovarium.

Perkembanganfolikeldipicuolenhormon FSH (FollicleStimulating Hormone)

darikelenjarhipofisabagian anterior (Adenohipofisa).Folikel yang
sedangberkembangakanmengeluarkan estrogenyang
berperandalammetabolismetubuh. Estrogen

dapatmenambahsintesisdanekskresihormonpertumbuhansehinggadapatmenstimuli
rpertumbuhansel-seldalamtubuh, mempercepatpertambahanbobotbadan,

merangsangkortekskelenjar adrenal untuklebihbanyakmeningkatkanmetabolisme



protein karenaretensi nitrogen meningkat.Estrogen
dapatmenimbulkanresponterhadapaktivitasbetinaseperti:
perkembangansifatseksualsekunder, perilakupersiapankawin (estrus),
mempersiapkan uterus
untukimplantasidanmenyiapkanperkembangankelenjarsusu.

Estrogenjugamempunyaiefekanabolikpadatulangdankartilagosehinggamenambahp

ertumbuhantulang. Padafase luteal selepiteldari vagina
akandikombinasikanolehselparabasal, sedangkanmemasukifase estrus
selepitelberubahmenjadiselsuperfisialdanseltanduk yang

menandakanhewandalamkeadaanpuncak estrus (Seieret al.,2001).

Penggunaan bahan alami yang mengandung estrogen-like substances
(fitoestrogen/herbal estrogen) banyak dikembangkankarena diyakini tidak
menimbulkan efek samping, dibandingkan dengan estrogen sintesis atau obat-obat
hormonal pengganti  (hormonal replacement therapy/HRT).Fitoestrogen
merupakan suatu substrat dari tumbuhan yang memiliki aktivitas mirip
estrogen.Fitoestrogen merupakan dekomposisi alami pada tumbuhan yang
memiliki banyak kesamaan dengan estradiol, bentuk alami estrogen yang paling
poten (Cassidy, 2005).

Kajian epidemiologi menyatakan bahwa konsumsi fitoestrogen dalam
jumlahbesar mampu menurunkan resiko beberapa penyakit seperti resiko kanker
payudara, jantung koroner, osteoporosis dan angka kejadian hot flushes pada
manusia. Penggunaan fitoesterogen pada ternak juga dimanfaatkan untuk memicu

birahi. Kelompok fitoestrogen pada tanaman yakni; isoflavon, lignan, kumestan,



triterpen, glikosida, dan senyawa lain yang berefek estrogenik, seperti flavones,
chalconcs, diterpenoids, triterpenoids, coumarins dan acyclics. Isoflavon
merupakan senyawa yang banyak dimanfaatkan, karena kandungan fitoestrogen
yang cukup tinggi.lsoflavon banyak ditemukan salah satunya pada tanaman
semanggi air (Grady et al.,2006).

Semanggi air mengandungminyakatsiri, coumarin, mineral, kalium, natrium,
magnesium, kalsium, besi, kromium, zat rasa  pahitvellarine,
danisoflavonegenestein. Semanggi air
didugadapatmenyebabkanperubahanpadasistemreproduksiterutamapadahewanmu
da.Perubahansistemreproduksitersebutberupaperubahan uterus, ovarium,
dansiklusbirahi.Olehkarenaituperludilakukanpenelitiantentangpengaruhperasanda
unsemanggi air terhadapperubahanhistologi endometrium uterusdan vagina.

1.2 RumusanMasalah
Berdasarkanlatarbelakang yang telahdiuraikan,
makadapatdirumuskanbeberapamasalahsebagaiberikut :

1. Apakah pemberianperasan daun semanggi airdapat mempercepat siklus
birahi tikus putih (Rattus norvegicus) betinaberdasarkan ketebalanlapisan
se epitel vagina?

2. Apakahperasan daun semanggi air dapat mempercepatsiklus birahi tikus
putih (Rattus norvegicus) betinaberdasarkan ulangan estrus.

1.3 BatasanMasalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah :



1) Hewan model yang digunakanadalahtikus (Rattusnorvegicus) betina strain
Wistar yang diperolehdari FMIPA UniversitasBrawijaya Malang
denganumur 2 bulandanberat rata-rata 100-150 gram (Harlan Laboratories,
2014).
PenggunaanhewancobatelahmendapatsertifikatlaiketikdariKomisiEtikPene
litianFakultasKedokteranUniversitasBrawijayadengan No.
347/EC/KEPK/05/2015.

2) Prostaglandin F2 alpha diberikanpadaharipertamadengandosis 0,1 mg/kg
BB dengan volume pemberiansebanyak 0,2 ml melalui intra vena.

3) DaunSemanggi air didapatkandariwilayahSidoarjo yang
telahdideterminasidansudahmendapatkansuratketerangandeterminasidariM
ateriaMedicadenganNo 074/441/101/8/2015.Dosispemberianperasan daun
semanggi air (marsilea crenata) yang diberikanpadahewan coba
perhariyaitusebesar2 cc yang masing-masingdosisdiencerkan dengan
konsentrasi  20%  ,40%, 60%, 80%dandiberikan 1  kali
seharisecaraperoraldimulaipadahari ke-1 sampaipadahari ke-23
(AnggianidanAdnyana, 2006).

4) Etinilestradioldiberikan untuk perlakuan kontrol
positifpadaharikeduasampaiharike 23 dengandosis0,00027  mg/kg
BBdengan volume pemberiansebanyak 2 mL.

5) Variabel yang diamatidalampenelitianiniadalah ketebalanepitel
vaginadaripreparathistologidengan pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)

(Junqueira,2007).



6) Variabel kornifikasi sel epitel vagina pada tikus putih (Rattus norvegicus)
betina galur wistar diamati dengan pewarnaan Methylen Blue

(Renita,2004).

1.4 TujuanPenelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah :

1. Mengetahui apakah pemberiandaun semanggi air berpengaruh terhadap
percepatan siklus birahi tikusputih (Rattus norvegicus) betina
berdasarkanketebalan lapisan selepitel vagina.

2. Mengetahui apakah pemberian daun semanggi air berpengaruh terhadap
percepatan siklus birahi tikusputih (Rattus norvegicus) betina berdasarkan
ulangan estrus.

1.5 ManfaatPenelitian

Manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini yakni:

Memberikan informasi tentang potensi perasan daun semanggi air terhadap
siklus birahi tikus putih (Rattus norvegicus) betina dan sebagai dasar untuk

penelitian berikutnya.



BAB Il TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Semanggi Air ( Marsilea Crenata )

Semanggi air merupakan tanaman dengan bentuk anak daun yang khas
seperti jantung dengan daun yang majemuk. Semanggi air banyak tumbuh di
saluran air dekat pematang sawah atau tanah-tanah becek.Kandungan mineral
pada daun dan tangkai semanggi air adalah kalium, fosfor, besi, natrium, kalsium,
seng, dan tembaga.Semanggi air juga memiliki kandungan fitokimia seperti
alkaloid, steroid, flavonoid, karbohidrat, gula pereduksi, dan asam amino.
Kandungan mineral dan fitokimia yang berfungsi untuk melarutkan kristal
kalsium oksalat (CaOx) adalah kalium dan flavonoid (Nurjanah dan Abdullah,
2012).

Semanggi airmerupakan tanaman air dari famili marsileaceae dan termasuk
dalam kelas filicinae. Famili marsileaceae ini terdiri dari tiga genus dan 70
spesies. Famili marsileaceae tergolong paku air dan bersifat heterospora yakni
memiliki makrospora dan mikrospora. Semanggi air biasanya tumbuh pada daerah
dengan kondisi tanah yang lembab dan pada daerah berair. Dikatakan mirip
dengan paku air karena tanaman memiliki sporangia yang merupakan
perkembangan dari sporangiocap yang nantinya akan menghasilkan makrospora
dan mikrospora (Hembing dkk,2008).

Hasil uji penelitian yang didapat yaitu prosentase komposisi daun dan
tangkai pada semanggi air terdiri atas, kadar air 89,02%, kadar abu 2,70%, kadar

protein 4,35% dan kadar serat kasar 2,28%. Di Indonesia khususnya pulau jawa,



Filipina dan Thailand daun semanggi air yang masih muda digunakan sebagai
sayuran. Di Filipina digunakan sebagai bahan obat sedangkan di India daun
semanggi air digunakan untuk mengobati kusta, demam dan keracunan pada
darah. Di Australia tanaman ini banyak digunakan sebagai tepung dan dimakan.
Di New Zeland semanggi air digunakan sebagai tanaman hias pada akuarim
(Hariana,2006).

Isovlafone adalah salah satu jenis fitoestrogen yang mempunyai struktur
kimia serupa dengan estradiol.Fitoestrogen dapat berkaitan dengan
reseptorspesifik,estrogen pada nukleus sel dan berdampak menyerupai respon
hormon estrogen.Kandungan isovlafone banyak terdapat pada tanaman semanggi
air.Isovlafone yang utama terkandung dalam semanggi air adalah genistein ,
daidzeindan biochanin A(Setchell,2001).

Manfaat daun semanggi air yang dibuktikan dengan penelitian pada hewan
laboratorium dan perbandingan populasi penduduk Asia dan Eropa menunjukan
bahwa pola makan sangat berpengaruh dengan masalah kesehatan. Penduduk Asia
mengonsumsi kacang-kacangan seperti kedelai dan sayuran seperti kemangi,
touge dan semanggi air yang mengandung fitoestrogen dalam jumlah yang cukup
banyak di bandingkan penduduk Eropa. Hal tersebut dibuktikan dengan suatu
studi yang menyatakan bahwa penduduk Asia lebih rendah terserang kanker
payudara, kanker endometrium, gejala monopous dan osteoporosis dibandingkan
dengan penduduk Eropa. Penelitian tersebut membuktikan bahwa fitoestrogen
yang terdapat pada daun semanggi air berfungsi untuk mencegah kanker payudara,

kanker endometrium, gejala monopous dan osteoporosis (Adlercreutzet al,.2007).



2.2 Fitoestrogen

Fitoestrogen memiliki dua gugus hidroksil (OH) yang berjarak 11,0 — 11,5
A° pada intinya, sama persis dengan estrogen. Jarak 11 A° dan gugus OH inilah
yang menjadi struktur pokok suatu substrat agar mempunyai efek estrogenik,
sehingga mampu berikatan dengan reseptor estrogen (Achadiat, 2003).Penelitian
menggunakan mencit yang diovariektomi kemudian diberi fitoestrogen
menunjukkan aktivitas proliferasi sel-sel endometrium
(Haibinetal.,2005).Penelitian tersebut membuktikan kemampuan fitoestrogen
untuk berikatan dengan reseptor estrogen pada jaringan. Namun, potensi
fitoestrogen diketahui lebih kecil (0,01 — 0,001) dari potensi estrogen alami
(Winarsi, 2005).

Struktur kimia fitoestrogen memiliki kemiripan dengan struktur kimia
estrogen pada mammalia. Cincin fenolat pada isoflavone merupakan struktur
penting pada sebagian besar komponen isoflavone yang berfungsi untuk berikatan
dengan reseptorestrogen. Struktur equol apabila ditumpangkan pada struktur
estrogen maka jarak antara gugus hidroksil keduanya sangat identik, oleh sebab
itu fitoestrogen mampu berikatan dengan reseptor estrogen (RE).Fitoestrogen
merupakan kompetitor aktif untuk reseptor estrogen, terutama reseptor f3
(Whittenet al.,2001).

Mekanisme kompetisi fitoestrogen terhadap estrogen endogen adalah
dengan menghambat aktivitas enzim DNA isomerase II sehingga ekspresi protein
dalam sel terhambat.Mekanisme tersebut juga terjadi dalam penghambatan

fitoestrogen terhadap siklus sel (Prawiroharsono, 2001).Fitoestrogenjuga



merupakan inhibitor bagi aromatase yang berperan dalam pembentukan
estradiol.Fitoestrogen juga mempengaruhi ketersediaan estradiol dengan
menghambat 17p hidroksisteroid dehidrogenase I (Whittenet al.,2001). Namun,
efek fitoestrogen bersifat bifasik terhadap sintesis DNA, yaitu pada konsentrasi
0,1 — 10 uM dapat menginduksi sintesis DNA sedangkan pada konsentrasi 20 — 90
uM bersifat menghambat sintesis DNA (Wanget al., 2003).

2.2.1 Manfaat Fitoestrogen

fitoestrogen dapat mengurangi gejala hot flushes secara berkala,
memperbaiki profil lipid/lemak dalam plasma, serta menghambat perkembangan
aterosklerosis (sehingga mencegah penyakit kardiovaskular). Selain itu,
fitoestrogen juga menghambat pertumbuhan sel-sel tumor/kanker mammae dan
endometrium (selaput lendir rahim) (Barentsen,2004).

Paparanfitoestrogen dalam bentuk isoflavon terbuktimempengaruhi
struktur organ reproduksi. Hasil penelitian Awoniyi et al., (2001) menunjukkan
bahwa paparan genistein dengan dosis 50 mg/hari pada tikus sejak hari ke- 17
kebuntingan sampai berakhirnya masa laktasi (21 hari postpartum) dapat
menurunkan berat ovarium dan uterus serta kadar estradiol dalam serum. Hal
tersebut dapat terjadi karena dalam organ reproduksi memiliki reseptor estrogen.

Fitoestrogen adalah tumbuhan yang bersifat serupa hormon estrogen.
Tumbuhan golongan fitoestrogen ini disamping banyaknya manfaat dalam
penggunaannya juga tidak terlepas dari efek samping yang khususnya disebabkan
oleh terganggunya sistem hormon endokrin dengan masuknya zat yang berikatan

dengan hormon estrogen endogen.Sebagai contoh pengunaan Genistein pada masa
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pra natal dilaporkan bersifat karsinogenik terhadap uterus dari tikus. Data pada
hewan umumnya sangat tergantung pada waktu pengunaan, khususnya saat-saat
bayi hewan yang dilahirkan dapat menimbulkan efek samping yang tidak
dikehendaki. Masalah gangguan reproduksi juga banyak ditemukan pada
pemeriksaan laboratorium dari binatang percobaan yang memakan tumbuhan
golongan fitoestrogen dalam jumlah yang banyak (Helmut,2004).

isoflavon merupakan senyawa yang banyak dimanfaatkan, karena
mengandungfitoestrogen yang cukup tinggi. Struktur kimia fitoestrogen memiliki
kemiripan dengan struktur kimia estrogen pada mamalia.Fungsi utama estrogen
adalah menifestasi tingkah laku saat kawin pada waktu estrus, perubahan-
perubahan siklik pada alat reproduksi betina, perkembangan saluran pada kelenjar
mammae, dan perkembangan sifat-sifat kelamin sekunder (Glover, 2006).
2.3 Tikus Putih (Ratus norvegicus)

Tikus putih(Rattus norvegicus) merupakan hewan yang umum digunakan
dalam penelitian, karena mudah dipelihara, secara garis besar fungsi dan bentuk
organ serta proses biokimianya antara tikus dan manusia memiliki banyak
kesamaan (Suckow et al.,2006).Tikus (Rattus norvegicus) galur wistar lebih besar
dari famili tikus umumnya dimana tikus ini dapat mencapai 40 cm diukur dari
hidung sampai ujung ekor dan berat 140-500 gram.Tikus betina biasanya memiliki
ukuran lebih kecil dari tikus jantan dan memiliki kematangan seksual pada umur
empatbulan dan dapat hidup selama empat tahun (Kusumawati, 2004). Rattus
norvegicus memiliki rambut tubuh berwarna putih dan mata yang merah, panjang

tubuh total 440 mm, panjang ekor 205 mm (Myers and Armitage, 2004). Hewan
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ini memiliki waktu hidup 2,5 tahun sampai 3,5 tahun,serta memasuki masa
dewasa pada usia 40-60 hari (Epstein, 2004). Salah satu galur dariRattus
norvegicus yang banyak digunakan untuk penelitian adalah galur Wistar.Ciri-ciri
galur ini yaitu bertubuh panjang dengan kepala lebih sempit.Telinga tikus ini tebal
dan pendek dengan rambut halus.Mata tikus berwarna merah dan berekor panjang
(Sirois, 2005).

Tikus putih memiliki ekor bersisik dengan ukuran Ilebih pendek
dibandingkan panjang badannya dan tubuhnya berukuran medium.Rambutnya
sedikit kasar dan di bagian dorsal berwarna abu-abu serta di bagian ventral
berwarna putih kekuningan (Suckow et al., 2006).Jenis kelamin ditentukan
dengan membandingkan celahanogenital melalui pengukuran jarak antara alat
genital dengan anus dan ukuran tonjolan genital. Tikus jantan dicirikan dengan
ukuran celah anogenital yang lebih panjang dan tonjolan genital yang lebih besar
(Fox, 2002). Menurut Suckow et al., (2006) klasifikasi taksonomi tikus putih

(Rattus norvegicus) adalah :

Kingdom : Animalia
Class : Mamalia
Ordo : Rodentia
Family : Muridae
Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus
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Gambar 2.1 Tikus Ratus norvegicus(Suckow, 2008)

Tikus putih (Rattus norvegicus) galur wistar telah menjadi hewan coba
untuk penelitian hormonal pada penelitian (Megawati dkk.,2005) yaitu “Siklus
estrus dan struktur histologis ovarium tikus putih (Rattus norvegicus) setelah
pemberian monosodium glutamat (MSG) secara oral”.Dalam penelitian tersebut
digunakan 25 tikus putih (Rattus norvegicus L.) betina yang belum pernah
bunting, umur 2 bulan dan berat badan rata-rata 150 gram. Pakan hewan uji
adalah pelet Br II dan air ledeng sebagai minumnya. Untuk pewarnaan preparat
apus vagina digunakan larutan Methilen Blue 0,1%. Untuk pembuatan preparat
awetan histologi ovarium diperlukan seperangkat bahan pembuatan preparat
section dan zat warna Ehrlich Hematoxilin-Eosin. Pemilihanhewan coba ini
dikarenakan sifatnya sebagai hewan cobamemilikikedekatan dengan manusia.
Selain itu tikus putih merupakan hewanmamalia pemakan segala (omnivora) yang
mudah berkembang biak, sistem fisiologisnya mirip dengan manusia, memiliki
respon yang cepat, memberikan gambaran ilmiah yang mungkin terjadi danmudah

mendapat perlakuan. Tikus putih juga memiliki struktur esophagusyang langsung
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bermuara ke lambung, sehingga tidak dapat memuntahkanmakanannya dan tidak
memiliki kantung empedu (myers,2004).

Perubahan pada sel epitel vagina saat estrus yaitu pada fase folikuler di
dalam ovarium, estrogen merangsang sel epitel vagina aktif bermitosis dan
mensintesis glikogen sehingga lapisan mukosa vagina menjadi lebih tebal
menjelang ovulasi dan lumen vagina banyak mengandung glikogen. Penebalan
epitel lapisan mukosa disertai dengan proses penandukan atau kornifikasi. Dengan
ditemukannya sel epitel menanduk pada preparat apus vagina adalah indikator
terjadinya ovulasi. Menjelang ovulasi leukosit makin banyak menerobos lapisan
mukosa vagina kemudian ke lumen (Eddiman, 2013).

2.4 Siklus Reproduksi Tikus Betina

Siklus reproduksi disebut juga sebagai siklus estrus. Estrus atau birahi
adalah suatu periode secara psikologis maupun fisiologis yang bersedia menerima
pejantan untuk berkopulasi. Periode dari permulaan periode birahi ke periode
birahi berikutnya disebut siklus estrus(Akbar, 2010).

Siklus estrus adalah siklus seksual pada mamalia bukan primata yang tidak
menstruasi. Siklus estrus merupakan cerminan dari berbagai aktivitas yang saling
berkaitan antara hipotalamus, hipofisis, dan ovarium. Selama siklus estrus terjadi
berbagai perubahan baik pada organ reproduksi maupun pada perubahan tingkah
laku seksual. Tikus termasuk hewan poliestrus. Artinya, dalam periode satu tahun
terjadi siklus reproduksi yang berulang-ulang. Daur estrus jenis hewan ini
dibedakan menjadi lima fase yaitu Proestrus, Estrus, Metestrusdan Diestrus.

Siklus estrus tikus satu siklus bisa selesai dalam 6 hari. Meskipun pemilihan
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waktu siklus dapat dipengaruhi oleh faktor- faktor eksteroseptif seperti cahaya,
suhu, status nutrisi dan hubungan sosial (Akbar, 2010).

Setiap fase dari daur estrus dapat dikenali melalui pemeriksaan apus vagina.
Apus vagina merupakan cara yang sampai kini dianggap relatif paling mudah dan
murah untuk mempelajari kegiatan fungsional ovarium. Melalui apus vagina dapat
dipelajari berbagai tingkat diferensiasi sel epitel vagina yang secara tidak
langsung mencerminkan perubahan fungsional ovarium. Perbedaan gambaran
histologi hasil swab vagina pada masing-masing fase disajikan pada Tabel 2.1

berikut.



Tabel 2.1 Gambaran histologi epitel vagina (Zulfianti, 2003).
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NO

SIKLUS

GAMBARAN

1.

Proestrus

Fv

a) Jumlah sel epitel berinti dan sel

leukosit berkurang, digantikan

epitel bertanduk.

b) Terdapat lendir yang banyak.
c) Fase ini berlangsung 12 jam.

Keterangan :
a) Epitel berinti
b) Sel leukosit
c) Epitel bertanduk

a) Leukosit dan epitel berinti
hilang.
b) Terdapat epitel bertanduk

dengan bentuk tidak beraturan

dan besar.
c) Fase ini berlangsung 12 jam.

Keterangan :
a) Eptel bertanduk

a) Terlihat epitel berinti dan
leukosit.

b) Epitel bertanduk berkurang.

c) Fase ini berlangsung 21 jam.

Keterangan :

a) Epitel berinti
b) Sel leukosit

c) Epitel bertanduk

a) Leukosit dan sel berinti
tersebar homogen.

b) Fase ini berlangsung 48
jam.

Keterangan :
a) Epitel berinti
b) Sel leukosit
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Proestrus adalah fase sebelum estrus yaitu periode dimana folikel ovarium
tumbuh menjadi folikel de graaf dibawah pengaruhFSH. Fase ini berlangsung 12
jam. Setiap folikel mengalami pertumbuhan yang cepat selama 2-3 hari sebelum
estrus sistem reproduksi memulai persiapan-persiapan untuk pelepasan ovum dari
ovarium. Akibatnya sekresi estrogen dalam darah semakin meningkat sehingga
akan menimbulkan perubahan-perubahan fisiologis dan saraf, disertai kelakuan
birahi pada hewan-hewan betina peliharaan. Perubahan fisiologis tersebut
meliputi pertumbuhan folikel, meningkatnya pertumbuhan endometrium, uteri dan
serviks serta peningkatan vaskularisasi dan keratinisasi epitel vagina pada
beberapa spesies (Akbar, 2010).

Estrus adalah fase yang ditandai oleh penerimaan pejantan oleh hewan
betina untuk berkopulasi, fase ini berlangsung selama 12 jam. Folikel de graaf
membesar dan menjadi matang serta ovum mengalami perubahan-perubahan
kearah pematangan. Pada fase ini pengaruh kadar estrogen meningkat sehingga
aktivitas hewan menjadi tinggi, telinganya selalu bergerak-gerak dan punggung
lordosis. Ovulasi hanya terjadi pada fase ini dan terjadi menjelang akhir siklus
estrus (Akbar, 2010).

Metestrus adalah periode segera sesudah estrus di mana corpus luteum
bertumbuh cepat dari sel granulose folikel yang telah pecah di bawah pengaruh
LH dan adenohypophysa. Metestrus sebagian besar berada di bawah pengaruh
progesteron yang dihasilkan oleh corpus luteum. Progesteron menghambat sekresi
FSH oleh adenohypophysa sehingga menghambat pembentukan folikel de Graaf

yang lain dan mencegah terjadinya estrus. Selama metestrus uterus mengadakan
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persiapan-persiapan seperlunya untuk menerima dan memberi makan pada
embrio. Menjelang pertengahan sampai akhir metestrus, uterus menjadi sedikit
lunak karena pengendoran otot uterus. Fase ini berlangsung selama 21 jam
(Akbar, 2010).

Diestrus adalah periode terakhir dan terlama siklus birahi pada tikus dan
mamalia. Fase ini berlangsung selama 48 jam. Korpus luteum menjadi matang
dan pengaruh progesteron terhadap saluran reproduksi menjadi nyata.
Endometrium lebih menebal dan kelenjar-kelenjar berhypertrophy. Serviks
menutup dan lendir vagina mulai kabur dan lengket. Selaput mukosa vagina pucat
dan otot uterus mengendor. Pada akhir periode ini corpus luteum memperlihatkan
perubahan-perubahan retrogresif dan vakualisasi secara gradual. Endometrium
dan kelenjar-kelenjarnya beratrofi atau beregresi ke ukuran semula. Mulai terjadi
perkembangan folikel-folikel primer dan sekunder dan akhirnya kembali ke
proestrus (Akbar, 2010).

2.5 Organ Reproduksi Betina
2.5.1 Ovarium

Bentuk ovarium sangat bervariasi sesuai dengan spesies dan tergantung
pada hewannya, apakah ia termasuk golongan politokus ataupun monotokus
(hewan yang melahirkan lebih dari satu). Ovarium adalah kelenjar berbentuk biji,
terletak di kanan dan kiri uterus di bawah tuba uterin dan terikat di sebelah
belakang oleh mesovarium. Ovarium merupakan pabrik penghasil telur dan
hormon kelamin yaitu estrogen dan progesteron. Ovarium tempat berkembangnya

folikel telur, yaitu folikel primer, folikel sekunder, folikel tersier, folikel de Graaf,
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korpus rubrum, korpus luteum dan korpus albikan. Folikel telur adalah sel telur
yang dilingkupi oleh sel-sel granulosa (sel folikel) dengan ketebalan lapisan yang
bervariasi, sesuai dengan tingkat perkembangannya ( Akbar,2010).
2.5.2 Oviduk

Saluran ini terdapat sepasang dan merupakan penghubung antara ovarium
dengan uterus. Oviduk terdiri dari bagian interstisialis, bagian ismika, bagian
ampularis dan infundibulum yang berfimbria. Oviduk berfungsi pada saat ovulasi
dimana ovum disapu ke dalam ujung oviduk yang berfimbria. Fungsi lain dari
oviduk adalah kapasitasi sperma, fertilisasi, dan pembelahan embrio yang terjadi
dibagian ampula. Pengangkutan sperma ke tempat fertilisasi dan pengangkutan
ovum ke uterus diatur oleh kontraksi muskuler yang dikoordinir oleh hormon
ovarial, estrogen dan progesteron (Akbar, 2010).
2.5.3 Uterus

Uterus adalah suatu struktur saluran muskuler yang diperlukan untuk
penerimaan ovum yang dibuahi, penyediaan nutrisi danperlindungan fetus, serta
stadium permulaan ekspulsi fetus padawaktu kelahiran.Dinding uterus terdiri dari
3 lapisan yaitu membran serosa(Perimetrium), merupakan lapisan terluar yang
membungkus uterusyang terdiri dari jaringan ikat. Miometrium merupakan
lapisan ke duayang terdiri dari otot polos yang mengandung pembuluh darah
danlimpa. Sedangkan lapisan ketiga adalah endometrium merupakantempat nidasi
atau implantasi serta perkembangan embrio bagi mencityang bunting. Bagi mencit
yang tidak bunting endometriummerupakan selaput lendir yang mengandung

kelenjar dan pembuluhdarah. Ketebalan selaput lendir dan vaskularisasi pada
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endometrium bervariasi sesuai dengan perubahan-perubahan hormon ovarium
yaitu estrogen, progesteron dan kehamilan (Darios et all.,2012).
2.5.4Serviks
Serviks merupakan bagian bawah uterus yang menonjol ke dalam liang

vagina sebagai porsio vaginalis dan menghubungkan organ ini ke vagina melalui
kanalis servikalis. Dibagi atas porsio yang menonjol ke dalam vagina (porsio
vaginalis) dan di atas vagina (porsio supravaginal). Kanalis servikalis yang
bermuara ke dalam uterus adalah orifisium internum, dan yang bermuara ke dalam
vagina adalah orifisium eksternum. Permukaan luar dari porsio vaginalis dikenal
sebagai ektoserviks dan porsio yang berhubungan dengan kanal endoservik adalah
endoservik. Serviks mengandung banyak kelenjar bercabang dan kelenjar ini
menampakkan perubahan aktivitas sekretoris selama fase estrus. Jumlah dan jenis
mukus yang disekresi kelenjar-kelenjar servikal berubah selama siklus estrus
karena dipengaruhi hormon ovarium yang berbeda (Bearden, 2008).
2.5.5Vagina

Vagina terbagi menjadi dua bagian yaitu vertibulum (bagian luar vagina)
dan vagina posterior (dari muara uterus sampai serviks). Dinding vagina terdiri
dari mukosa, muscularis dan serosa. Pada betina yang memiliki siklus normal, sel-
sel epithelium yang membatasi vagina mengalami perubahan secara periodik yang
dikontrol oleh hormon yang disekresikan oleh ovarium. Vagina merupakan
saluran panjang yang terletak dorsal terhadap urethra dan ventral terhadap rektum,

sebagai tempat penumpahan semen dari individu jantan (Akbar, 2010).
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Tikus yang sedang estrus akan terlihat adanya kongesti dan hyperemia dari
vulva dan vagina, sehingga vulvanya terlihat merah. Sekresi lendir pada vagina
bertambah selama birahi dengan konsistensi yang encer, karena banyaknya lendir
pada vagina maka saluran vagina menjadi lebih mengkilat dan lebih licin
(Adnan,2006).Estrogen berperan untuk merangsang pertumbuhan epitel vagina
dan folikel ovarium sehingga menjadi matang dan siap untuk ovulasi. Folikel
yang matang akan terus memproduksi estrogen, akibatnya estrogen dalam darah
menjadi tinggi. Kadar estrogen yang tinggi dalam darah menandakan mencit
sedang dalam fase estrus dan estrogen ini akan merangsang GnRH untuk
memproduksi LH(Najamudin et al., 2010).

Smear vagina merupakan metode yang digunakan untuk mengidentifikasi
fase siklus estrus yang sedang dialami oleh individu betina. Setiap siklus estrus
memiliki tipe sel yang berbeda. Perbedaan tipe sel ini dapat dijadikan petunjuk
untuk mengetahui suatu fase estrus pada individu betina. Periode antara satu fase
estrus dengan fase estrus berikutnya disebut siklus estrus. Setiap hewan memiliki
siklus estrus yang berbeda-beda, ada golongan hewan monoestrus (estrus sekali
dalam satu tahun), golongan poliestrus (estrus beberapa kali dalam setahun) dan
hewan poliestrus bermusim (estrus hanya selama musim tertentu dalam satu

tahun)(Nalbandov, 2010).
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Gambar 2.2. Perubahan epitel vagina mencit selama siklus estrus. (A) proestrus,
(B) Estrus, (C) metestrus, (D) Diestrus.( pewarnaan HE; perbesaran
400x) (Treuting et al., 2012)

Morfologi mukosa vagina, terutama jumlah lapisan dan diferensiasi,
perubahan selama siklus estrus. Secara histologis, empat tahap dari siklus estrus
mudah ditentukan : proestrus, estrus, metestrus, dan diestrus. (A) selama
proestrus, terdapat mukosa sekitar 10-13 sel tebal dan lapisan luar noda ringan
dengan eosin, sedangkan lapisan granulosa menunjukan peningkatan kornifikasi.
Mitosis sering ditemukan, tetapi hanya sekiar leukosit yang tampak. (B) dalam
siklus estrus, terdapat mukosa 12 sel tebal. Lapisan berinti dangkal hilang, dan

lapisan cornified dangkal. Mitosis menuun, dan leukosit tidak ada. (C) Dalam
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metestrus, lapisan cornified adalah delaminated, dan leukosit mulai muncul
dibawah epitel. (D) selama diestrus, terdapat mukosa 4-7 sel tebal. Epitel
permukaan yang mucified, dan lendir, leukosit serta desquamated sel yang ada

(Suryanto, 2015).

2.5.6Esinilestradiol
Esinilestradiol merupakan senyawa estrogen sintetik steroidal yaitu

turunan sintetik dari estradiol alami.Sebagai turunan sintetik dari estradiol alami,
esiniestradiol ~ memacu  pertumbuhan  endometrium  dan  Kornifikasi
vagina.Etiniestradiol memnyebabkan pertumbuhan duktus kelenjar mamae,
namun menghambat laktasi.Esiniestradiol juga menghambat sekresi hormon-
hormon dari hipofisis anterior dan menyebabkan dilaktasi kapiler, retensi cairan
dan anabolisme protein( Hartanto. 2002 ).
2.5.7Phisiological Zouth

Phisiological zouth merupakan larutan yang bersifat isotonik. Larutan
isotonik tubuh yang normal dan darah. Oleh karena itu sel darah merah tidak

menjadi pecah atau lisis.



BAB |1l KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN
PGF2a

v

Esinilestradiol — Tikus <«— Semanggi Air
v

Sel granulosa ovarium

v

ERo dan ERP
v

Estrogen

-

Hipotalamus

3.1 Kerangka Konseptual

GnRH

y

Hipofisa Anterior

'
FSH |

l Folikulogenesi

Folikel ovarium

l

.| Penebalan sel epitel
Estrogen ﬁ e

v

Kornifikasi sel
epitel vagina

Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian

Keterangan Gambar :

: Variabel Bebas
: Variabel Kendali
_[ : Variabel Terikat

: Efek perasan daun semanggi air

. EfekEsinilestradiol

23



24

Tikus diberikan PGF20 yang bertujuan untuk sinkronisasi birahi,
kemudian pada kontrol positif diberikan esinilestradiol yang merupakan estrogen
sintesis. Pemberian esinilesradiol secara peroral dengan cara sonde lambung yang
akan terserap oleh vili usus.Esinilestradiol akan masuk kedalam sel granulosa
ovarium yang mana di dalamnya terdapat 2 subtipe dari reseptor estrogen yakni,
estroge reseptor o (ERa) dan estrogen reseptor B (Erp) yang menyebabkanbanjir
estrogen di ovarium, estrogen yang meningkat di ovariummenyebabkan feedback
kehipotalamusuntukmenghasilkanGnRH yang menstimulasihipofisa anterior
untukmerangsangpeningkatan FSH. Peningkatan FSH
akanmenyebabkanterjadinyafolikulogenesisdanmenghasilkanfolikeldegraff yang
menyebabkanpeningkatan estrogen
dalamjumlahtinggisehinggamenyebabkanterjadinyapenepalanepitel vagina
dankornifikasiselepitel vagina.

Pemberian perasan daun semanggi pada perlakuan I, I, III dan IV yang
mengandung isoflavon secara peroral dengan cara sonde lambung yang akan
terserap oleh vili usus.Fitoestrogen akan masuk kedalam sel granulosa ovarium
yang mana di dalamnya terdapat 2 subtipe dari reseptor estrogen yakni, estroge
reseptor oo (ERa) dan estrogen reseptor B (Erf) yang menyebabkanbanjir estrogen
di ovarium, estrogen yang meningkat di ovariummenyebabkan feedback
kehipotalamusuntukmenghasilkanGnRH yang menstimulasihipofisa anterior
untukmerangsangpeningkatan FSH. Peningkatan FSH
akanmenyebabkanterjadinyafolikulogenesisdanmenghasilkanfolikeldegraffyangm

enyebabkanpeningkatan estrogen
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dalamjumlahtinggisehinggamenyebabkanterjadinyapenepalanepitel vagina
dankornifikasiselepitel vagina. Pemberian perasan daun semanggi air diharapkan
bisa memberikan efek yang serupa dengan esinilestradiol.Isovlafon yang
mempunyai struktur mirip dengan hormon estrogen dapat berikatan dengan ERa
dan ERP namun ERP lebih banyak jumlahnya di ovarium dan paling mudah
berikatan dengan fitoestrogen. Fitoestrogen yang telah menjadi aktif karena
berikatan dengan reseptor estrogen dibawa oleh sirkulasi darah menuju
hipotalamus sehingga kadar estrogen dalam darah meningkat. Pada hewan betina,
gonadrotophin releasing hormone (GnRH) disekresikan dari hiphotalamus
merangsang pelepasan lutenising hormone (LH) dan folicle stimulating hormone
(FSH) dari hipofisa anterior. FSH dan LH disekresikan dengan taraf yang berbeda
pada periode siklus estrus. Pada awal siklus (fase follicular), FSH merangsang
perkembangan folikel- folikel, salah satu diantaranya berkembang cepat menjadi
folikel de Graff (GF). Folikel de Graff selanjutnya akan mensekresikan hormon
estrogen.
3.2 Hipotesa Penelitian
Dari rumusan permasalahan,maka hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai
berikut :
1) Perasan daun semanggi air (Marsilea crenata) berpengaruh terhadap
percepatan siklus birahi berdasarkan ketebalan lapisan sel epitel vagina

dan ualangan estrus pada tikus putih Rattus norvegicus betina



BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada tanggal 1 April 2015 sampai dengan 24
April. Penelitian dilakukan dikandang hewan percobaan Fakultas Kedokteran,
Laboratorium FAAL Fakultas Kedokteran dan Laboratorium Epidemiologi
Fakultas Peternakan Universitas Brawijaya Malang.
4.2  Sampel Penelitian

Hewan model menggunakan tikus (Rattus Norvergicus) galur Wistar
berjenis kelamin betina dan berumur 2 bulan dengan bobot 100-150 gram. Tikus
diperoleh dari FMIPA Universitas Brawijaya Malang. Menurut Kusriningrum

(2008), estimasi besaran sampel dihitung berdasarkan rumus dibawah ini.

t(n-1)>15
6 (n-1)>15
Keterangan :
6 >
RN =1 t = Jumlah Kelompok Perlakuan
6n >21/6 . .
n = jumlah ulangan yang diperlukan
n>3,5 (4) n=

Dari perhitungan diatas, maka untuk 6 macam kelompok perlakuan
diperlukan jumlah ulangan paling sedikit 4 kali dalam setiap kelompok perlakuan,

sehingga jumlah hewan coba yang dibutuhkan adalah 24 ekor.
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4.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini bersifat eksperimental dengan dsain post test only control
group menggunakan rancangan acak lengkap (RAL). Hewan coba dibagi menjadi

6 kelompok perlakuan yaitu :

Kelompok Keterangan

Kontrol Positif Kelompok pemberian Etinilestradiol

Kontrol Negatif Kelompok tanpa perlakuan

Perlakuan I Kelompok pemberian perasan daun semanggi konsentrasi
20%

Perlakuan II Kelompok pemberian perasan daun semanggi konsentrasi
40%

Perlakuan III Kelompok pemberian perasan daun semanggi konsentrasi
60%

Perlakuan IV Kelompok pemberian perasan daun semanggi konsentrasi
80%

4.4 Variabel Penelitian
Adapun variabel dalam penelitian ini adalah :

Variabel bebas : variasi dosis daun semanggi air, Larutan

Phisiological zouth,Esinilestradioldan PGF2a

Variabel kendali : homogenitas jenis kelamin, umur, berat badan tikus
dan lingkungan
Variabel tergantung :histologi vagina dan kornifikasi sel epitel vagina

4.5 Materi Penelitian

Hewan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus betina dari
spesies Ratus norvergicus berumur 2 bulan dengan bobot 100-150 gram. Bahan
yang digunakan adalah Perasan daun semanggi air dengan konsentrasi 20%, 40% ,

60%, dan 80%. Larutan PZ , Mycrogynon, NaCl fisiologi, Pgf2a.



28

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalahcotton bud, objek glass,
mikroskop, mikropipet, spuit 100 IU, spuit 3 mL, dissecting set, sarung tangan,
masker, refrigerator, botol kecil, sonde tikus, tabung ependoft, kandang, pakan
dan air untuk minum setiap hari.

4.6  Prosedur Penelitian
Penelitian ini terdiri atas beberapa prosedur penelitian yang meliputi :
4.6.1 Adaptasi Hewan Coba

Adaptasi di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya yang dilakukan terhadap 24 ekor tikus betina (Rattus norvegicus) strain
wistar sebagai hewan coba, diperoleh dari daerah FMIPA Universitas Brawijaya
Malang. Hewan coba sebelumnya diaklimatisasi selama tujuh hari untuk
menyesuaikan diri dengan kondisi di laboratorium.Hewan diberi pakan berupa
ransum basah yang komposisinya disusun berdasarkan standar Association of
Official Analytical Chemist (AOAC) (2005) yaitu mengandung karbohidrat,
protein, lemak, mineral, vitamin, dan air. Kandang tikus berukuran 35 x 30 x 20
cm dengan lantai kandang yang mudah dibersihkan dan sanitasi. Lokasi kandang
bebas dari suara ribut dan terjaga dari asap industri serta polutan lainnya. Suhu
optimum ruangan untuk tikus adalah 24-25°C dan kelembapan udara 50-60%
dengan ventilasi yang cukup. Adaptasi pada hari pertama diberikan PGF2a yang

bertujuan untuk sinkronisasi birahi.
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4.6.2 Persiapan Hewan Coba

Tikus diberikan PGF2a pada hari awal penelitian yang berfungsi untuk
sinkronisasi birahi, pemberian PGF2a diberikan secara intra vena (IV) dengan
dosis pemberian 2 mg/kg BB yang berfungsi untuk melisiskan corpus luteum.
Berdasarkan perhitungan jumlah pengulangan, maka untuk enam macam
perlakuan diperlukan jumlah ulangan paling sedikit empat kali dalam satu
kelompok sehingga dibutuhkan 24 hewan coba.

4.6.3 Metode Swab Vagina (Vagina Smear)

Kelebihan metode swab vagina adalah dapat menunjukan hasil yang
akurat terkait kondisi sitology vagina pada mencit dalam siklus estrus.
Kekurangannya adalah masih sukarnya membedakan perbedaan sitology tahapan
yang sedang dialami oleh tikus. Tahap-tahap dalam melakukan swab vagina
adalah sebagai berikut (Byers, 2012) :

1. Mencit betina yang akan diperiksa dipegang dengan tangan kanan, dengan
cara menelentangkannya diatas telapak tangan sementara tengkuk dijepit
antara telapak tangan dan jari kelingking.

2. Ujung cotton bud dibasahi dengan larutan NaCl 0,9% kemudian secara
perlahan dimasukan kedalam vagina mencit sedalam = 5 mm dan diputar
secara perlahan-lahan dua hingga tiga kali.

3. Objek glass dibersihkan dengan alkohol 70% dan dikering udarakan.
Ujung cotton bud yang sudah diolekan pada vagina tersebut diolekan
memanjang dua atau tiga baris olesan dengan arah yang sama pada gelas

objek.
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4. Olesan vagina tersebut ditetesi dengan larutan methylen blue 1% sambil
sesekali dimiringkan agar pewarnaan merata pada permukaan ulasan dan
ditunggu kurang lebih 5 menit. Pewarna yang berlebihan dibersihkan
dengan membilas menggunakan akuades atau air mengalir kemudian
ditutup dengan gelas penutup.
4.6.4 Pembuatan Perasan

Cara membuat konsentrasi air perasan daun semanggi air pada penelitian
ini berdasarkan penelitian yang dilakukan (Yulia Anggiani dan [.D.P Anom
Adnyana, 2006) adalah dengan cara sebagai berikut :

a.) Daun Semanggi sebanyak 7 kg digunakan untuk pembuatan perasan
dibersihkan dan dimasukan kedalam katntong plastik steril kemudian
dengan bantuan alat penggiling daun semanggi dihaluskan.

b.) Setelah daun halus, yang ditampung dalam plastik steril, kemudian daun
yang halus diperas dengan menggunakan kertas saring untuk mendapatkan
air perasan daun semanggi dan ditampung dalam wadah yang steril.

c.) Air perasan yang telah ditampung kemudian digunakan untuk pembuatan
konsentrasi yang digunakan sebagai perlakuan dalam penelitian ini.

d.) Air perasan yang didapatkan kemudian disentrifus dengan kecepatan 3000
rpm dalam waktu 5 menit untuk mendapatkan hasil perasan murni dari
daun semanggi

e.) Pembuatan konsentrasi dengan menggunakan 2 buah tabung reaksi, semua

konsentrasi dibuat dengan volume masing-masing sebanyak 200
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mLsebagai larutan induk yang didapatkan dari hasil sentrifugasi. Cara

pembuatan konsentrasi sebagai berikut :

1. Konsentrasi 100%  : air perasan murni sebanyak 200 ml

2. Konsentrasi 80% : 40 ml akuadessteril + 160 mLperasan

3. Konsentrasi 60% : 80 ml akuades streil + 120 mL air perasan
4. Konsentrasi 40% : 120 ml akuades streil + 80 mL air perasan
5. Konsentrasi 20% : 160 ml akuades steril + 40 mL air perasan

4.6.5 Perlakuan hewan coba

Hewan coba sebanyak 24 ekor tikus betina dibagi dalam 4 jenis perlakuan
dan 2 kontrol, dengan perhitungan setiap kelompok perlakuan kontrol terdiri dari
4 ekor.

Perlakuan terdiri atas 4 tingkatan dosis perasan daun semanggi :

a.) Perlakuan I : pemberian perasan daun semanggi konsentrasi 20%

b.) Perlakuan II : pemberian perasan daun semanggi konsentrasi 40%

c.) Perlakuan III : pemberian perasan daun semanggi konsentrasi 60%

d.) Perlakuan IV : pemberian perasan daun semanggi konsentrasi 80%

e.) Kontrol negatif : Tanpa perlakuan

f.) Kontrol positif : pemberian larutan Etinilestradiol

1. Masing-masing hewan coba diberi perasan daun semanggi pada kelompok
perlakuan I, II, III, TV, larutan Esinilestradiol pada kelompok perlakuan
kontrol positif dan larutan PZ pada kelompok perlakuan kontrol negatif

dengan volume pemberian sebanyak 2 cc.
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2. Perlakuan penyondean dilakukan satu kali pada pagi hari (pukul 08.00)
sampai hari terakhir penelitian.
3. Perlakuan swab vagina dilakukan satu kali pada pagi hari (pukul 05.00)

sampai hari terakhir penelitian.
4.6.6 Pemberian Etinilestradiol

Perlakuan kontrol positif pada penelitian ini adalah pemberian sediaan
larutan Etinilestradioldengandosis 0,00027 mg/kg BB yang diberikan dengan cara
peroral menggunakan sonde lambung. Volume yang diberikan yaitu sebanyak 2
ml perhari. Pemberian  Etinilestradiolbertujuan  untuk = kontrol positif
karenaEtinilestradiolmerupakan estrogen sintetik (De Rensiset al,.2007)
4.6.7Metode Eutanasi

Metode euthanasia hewan coba dilakukan dengan metode dianastesi
dengan ketamin melalalui intra musculer dengan dosis 0,05 mL/kg BB dengan
volumpemberian 0,1mL/kg BB. Pemberian ketamin bertujuan untuk mengurangi
rasa sakit dan agar tikus tersebut tidak depresi karena ketamin memiliki efek
analgesik, sedasi, amnesia dan halusinasi.
4.6.8 Pembuatan preparat swab vagina

Pembuatan preparat swab vagina dilakukan dengan jalan mengambil
sampel vagina tikus (perlakuan dan percobaan) dengan menggunakan cotton bud
yang terlebih dahulu dibasahi dengan larutan NaCl fisiologis kemudian dibuat
ulasan tipis di atas objek glass. Fiksasi objek glass lalu diberi pewarnaan
menggunakan methylen blue selama 5 menit kemudian cuci obyek glass

menggunakan air mengalir.
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Preparat swab vagina diamati dengan menggunakan mikroskop Olympus
BX51 perbesaran 40x.Pemeriksaan preparat swab vagina bertujuan untuk
memeriksa siklus birahi apakah menjadi lebih panjang atau lebih pendek
siklusnya, berikut adalah fase pada siklus birahi:

Tabel 4.3Siklusbirahitikusbetina

Gambaran histologi proestrus 1) Jumlah sel epitel berinti dan sel leukosit
berkurang digantikan dengan epitel
bertanduk

2) terdapat lendir yang banyak
3) fase ini berlangsung selama 12 jam

Gambaran  histologi  fase 1) Leukosit dan epitel berinti hilang
estrus 2) terdapat epitel bertanduk dengan bentuk
tidak beraturan dan besar
3) fase ini berlangsung selama 12 jam.

Gambaran  histologi  fase 1) Terlihat epitel berinti dan leukosit, epitel
metestrus bertanduk berkurang

2) fase ini berlangsung selama 21 jam
Gambaran  histologi  fase 1) Leukosit dan sel berinti tersebar homogen
diestrus dan fase ini berlangsung selama 48 jam

4.6.7Pembuatan preparat histologi

Pembuatan preparat histologi vagina didasarkan atas perlakuan terhadap
tikus yang telah dilakukan. Pembuatan preparat dimulai dengan pembedahan tikus
kontrol negatif (-), kontrol positif (+), kelompok pemberian perasan daun
semanggi 20%, 40%, 60%, dan 80% yang dilakukan pada hari ke-25.
Pembuatanpreparathistologi vagina
dilakukansetelaheutanasihewancoba.Selanjutnyadilakukanpembedahangunamenga
mbil organ vagina di daerah posterior tubuh.

Vagina yang diperoleh kemudian dimasukkan dalamcairan buffer formalin

10% untuk dibuat preparat histologis. Proses pembuatan preparat histologi
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menurut jungquiera dan Carnaero (2007) meliputi fiksasi, dehidrasi, penjernihan
(clearing). Infiltrasi parafin, sectioning, embedding, penempelan di gelas obyek,
dan pewarnaan.

Langkah pertama pembuatan preparat histologi adalah fiksasi yaitu
perendaman jaringan vagina dalam larutan PFA 4% (1-7 hari). Jaringan vagina
dilanjutkan tanpa tahapan dehidrasi dengan cara direndam ke dalam etanol 70%
minimal 24 jam dan etanol 80% selama 2 jam. Jaringan vagina direndam kedalam
ethanol 90% dan 95% selama berurutan masing-masing 30 menit. Dilanjutkan
perendaman 3 kali dalam ethanol absolut selama 30 menit.

Tahapan selanjutnya yaitu penjernihan (clearing) dengan cara jaringan
vagina dari ethanol absolut ke dalam larutan penjernihan yaitu xylol I (20 menit)
dan xylol II (20 menit). Proses selanjutnya dilakuakan didalam inkubator dengan
suhu 56-58°C. Kemudian direndam kedalam xylol sebanyak tiga kali. Jaringan
vagina dicelupkan kedalam parafin cair panas dan ditunggu beberapa saat agar
jaringan vagina terekat dalam parafin blok.

Tahapan selanjutnya adalah sectioning dengan memindahkan parafin blok
yang berisi jaringan vagina kedalam penjepit mikrotom dan diatur kesejajaran
permukaan kemudian dipotong dengan pisau mikrotom. Jaringan vagina diiris
dengan ukuran Sum. Hasil irisan dipindahkan menggunakan kuas kedalam air
hangat dengan suhu 38-40°C untuk menghilangkan kerutan halus pada preparat.
Irisan yang sudah terbentuk dilakkuakan embbeding dengan cara menempelkan

hasil potongan jaringan vagina kedalam objek gelas. Potongan tersebut
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dikeringkan diatas hotplate 38-40°C sampai kering dan disimpan dalam inkubator
dengan suhu 38-40°C dan siap diwarnai dengan pewarnaan HE (Ramos, 2005).
4.6.8 Pewarnaan Menggunakan Hematoxyline-Eosin

Pewarnaan preparat menggunakan Hematoxy-Eosin untuk mewarnai
jaringan yang dilakukan dengan menggunakan zat pewarna hematoksilin untuk
memberi warna biru pada inti sel (basofilik) serta eosin yang merupakan
counterstaining hematoxylin, digunakan untuk mengecat sitoplasma sel dan
jaringan penyambung serta memberikan warna merah muda. Tahapan pewarnaan
diawali dengan deparafinisasi dengan cara preparat dimasukan pada xylol
bertingkat selama 5 menit. Selanjutnya pada tahap dehidrasi preparat dimasukan
kedalam etanol absolut, etanol 95%, 90%, 80%, dan 70% masing-masing selama
5 menit. Selanjutnya direndam dalam akuades selama 5 menit.

Pewarna dimasukan kedalam zat pewarna Hematoxylen selama 10 menit.
Selanjutnya dicuci dengan air mengalir dan dibilas dengan akuades. Setelah
dibilas preparat dimasukan ke dalam eosin alkohol selama 10 menit. Tahap
berikutnya adalah dehidrasi dengan memasukan preparat pada seri etanol
bertingkat mulai dari 70%, 80%, 90%, 95%, dan etanol absolut. Selanjunya
clearing dengan cara preparat dimasukan kedalam xylol dan dikeringkan.
Selanjutnya dilakukan mounting dengan entelan dan ditutup dengan cover glass.
Pengamatan preparat dilakukan dengan menggunakan mikroskopperbesaran 400x
pada bagian lapisanselepitel vaginayang diukurmenggunakanOlyVIA(Ramos,

2005).
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4.6.9 Analisa Data

Data penelitian berupa tebal lapisan epitel vagina yang
berasaldaripengukuran menggunakan aplikasiOlyVIA.Selanjutnya dilakukan
analisa StatistikOne WayAnalysis of varians (ANOVA).Kemudian untuk
mengetahui apakah ada perbedaan antar perlakuan dilanjutkan dengan uji Beda
Nyata Jujur (BNJ) atau Tukey Test dengan tingkat signifikasi a =5 %
menggunakan Microsoft Office Excel dan Statistical Package for The Solial
Science (SPSS) version 16.0 for windows. Sementara hasil pengamatan

kornifikasi sel epitel vagina dianalisis secarakualitatif deskriptif (Candiasa, 2003).



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Pemberian Perasan Daun Semanggi Air (Marselia Crenata)
Terhadap Ketebalan Lapisan Sel Epitel Vagina Tikus putih (Rattus
norvegicus) Betina

Hormon estrogen terutama dihasilkan oleh ovarium pada sel teka dan sel
granulose, sedikit oleh korpus luteum, plasenta, korteks adrenal dan testis.
Estrogen bekerja pada organ target yaitu ovarium, vagina dan uterus. Pengaruhnya
yang jelas adalah langsung terhadap pertumbuhan dan aktivitas glandula mammae
dan endometrium. Estrogen terdapat dalam bentuk estradiol, estron, dan estriol.
Potensi estrogenik estradiol adalah 12 kali kekuatan estron dan 80 kali lebih besar
daripada estriol, sehingga estradiol dianggap sebagai estrogen utama. Hormon
yang paling dominan yaitu estradiol-17 karena jumlahnya paling banyak terdapat
dalam tubuh dan aktivitasnya paling tinggi (Cao et al. 2004).

Dalam ovarium, asetat akan diubah menjadi kolesterol dan melalui reaksi
enzimatik, kolesterol diubah menjadi hormon steroid. Pembentukan estrogen di
folikel ovarium dipengaruhi oleh hormon FSH. Estrogen dapat terbentuk dari
androstenedion maupun testosteron. Biosintesis estrogen melibatkan hidroksilasi
dari prekursor androgen yang dimediasi oleh kompleks enzim yang dikenal
sebagai aromatase (Favaro,2007).

Gambaran histologi vagina dapat dilihat pada Gambar 5.1

37
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Gambar 5.1 Histologi lapisan sel epitel vagina kontrol negatif tikus tanpa
perlakuan perbesaran 400x
Keterangan : Ketebalan lapisan sel epitel vagina 326um

Gambar 5.2 Histologi lapisan sel epitel vagina kontrol positif tikus dengan
pemberian esinilestradiol secara peroral perbesaran 400x
Keterangan : Ketebalan lapisan sel epitel vagina 447um
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Gambar 5.3 Histologi lapisan sel epitel vagina pada perlakuan (I) tikus dengan
pemberian perasan daun semanggi air konsentrasi 20% perbesaran
400x

Keterangan : Ketebalan lapisan sel epitel vagina 360um

Gambar 5.4 Histologi lapisan sel epitel vagina perlakuan (II) tikus dengan
pemberian perasan daun semanggi air konsentrasi 40% perbesaran
400x

Keterangan : Ketebalan lapisan sel epitel vagina 374um
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Gambar 5.5 Histologi lapisan sel epitel vagina perlakuan (II)tikus dengan
pemberian perasan daun semanggi air konsentrasi 60% perbesaran
400x

Keterangan : Ketebalan lapisan sel epitel vagina 383um

Gambar 5.6 Histologi lapisan sel epitel vagina perlakuan (IV) tikus dengan
pemberian perasan daun semanggi air konsentrasi 80% perbesaran
400x

Keterangan : Ketebalan lapisan sel epitel vagina 442um
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Hasilpengukuranketebalanepitel vagina
denganmenggunakanolyviaditunjukandenganTabel 5.1

Tabel 5.1 Hasil Pegukuran Ketebalan Lapisan Sel Epitel vagina

. Rata-rata ketebalan lapisan sel epitel
Kelompok Tikus vagina (um)
Kontrol Negatif 326 £2,3°
Kontrol Positif 447 +£2.9°
Perlakuan 20 % 360+2.7°
Perlakuan 40 % 374+ 2,6°
Perlakuan 60 % 383 +2,4¢
Perlakuan 80 % 442 +£34°

Keterangan : notasi a, b,c,d dan ¢ menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok perlakuan (p<0,05).

Data pengukuran ketebalan lapisan epitel vagina kelompok kontrol negatif
pada Tabel 5.1dijadikan sebagai ketebalan lapisan epitel pada kondisi normal
tikus model dan dapat dilihat bahwa terdapat perbedaan yang nyata terhadap
kelompok kontrol positif (dilihat dari notasi yang berbeda). Terjadi peningkatan
secara signifikan pada kelompok kontrol positif sebesar 37,11% dari kelompok
kontrol  negatif, hal ini menunjukan bahwa dengan pemberian
Esinilestradiolmampu meningkatkan ketebalan lapisan sel epitel vagina.

Berdasarkan Tabel 5.1 dapat dilihat bahwa pada kelompok tikus yang
diberi perasan daun semanggi air dengan konsentrasi 20% berbeda signifikan
dengan kontrol negatif dan positif, namun mampu meningkatkan ketebalan
lapisan sel epitel vagina sebesar 10,43% dibandingkan kelompok kontrol negatif.
Kelompok tikus yang diberi perasan daun semanggi air dengan konsentrasi 40 %
berbeda signifikan dengan kontrol negatif dan positif, namun mampu
meningkatkan ketebalan lapisan sel epitel vagina sebesar 20,34% dibandingkan

kelompok kontrol negatif. Kelompok tikus yang diberi perasan daun semanggi air
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dengan konsentrasi 60 % berbeda signifikan dengan kontrol negatif dan positif,
namun mampu meningkatkan ketebalan lapisan sel epitel vagina sebesar 17,48%
dibandingkan kelompok kontrol negatif. Hal ini menunjukan bahwa perasan daun
semanggi air dengan konsentrasi 20%, 40% dan 60% mampu meningkatkan
ketebalan lapisan sel epitel vagina namun belum optimal.

Pada kontrol (-) tidak diberikan perlakuan apapun,ditunjukan dengan
aktifitas estrogen melalui poliferasi mukosa vagina.Berdasarkan hasil pengukuran
rata-rata ketebalan vagina diperoleh hasil 326 + 2,3um. Kontrol negatif digunakan
sebagai pembanding kelompok kontrol (+), P(1), P(2), P(3) dan P(4) untuk
menentukan peningkatan ketebalan lapisan sel epitel vagina. Peningkatan kadar
hormon estrogen pada tikus betina setelah pemberian perasan daun semanggi air,
pada gambaran apusan vagina terdapat berbagai jenis sel. Pada fase proestrus
terdapat sel epitel berinti dan sedikit epitel kornifikasi. Fase estrus terdapat sel
epitel terkornifikasi dan fase metestrus terdapat sel epitel kornifikasi, sel epitel
berinti dan leukosit. Menurut Junqueira (2007) sel epitel berinti berasal dari sel-
sel epitel intermediet, sel epitel terkornifikasi berasal dari sel epitel superfisial dan
leukosit berasal dari sel parabasal. Sel parabasa, sel intermediet dan sel superfisial
merupakan sel yang berada di epitel vagina dan proliferasinya dipengaruhi oleh
kadar hormon estrogen dalam tubuh.

Pada kontrol (+) diberikan esinilestradiol yang merupakan estrogen
sintesis yang berperan untuk merangsang pertumbuhan epitel vagina dan folikel
ovarium sehingga menjadi matang dan siap untuk ovulasi. Hal ini sesuai dengan

penelitian Ismudiono (2001) yang menunjukan bahwa pemberian esiniestradiol
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akan mempercepat pematangan folikel sehinggaproduksi estrogen mengalami
peningkatan, akibatnya estrogen dalam darah menjadi tinggi. Kadar estrogen yang
tinggi dalam darah menandakan tikus sedang dalam fase estrus. Estrogen
menyebabkan proliferasi mukosa vagina, permukaan vagina yang basah, merah
dan sel epitel mengalami penandukan.

Kelompok tikus yang diberi perasan daun semanggi air dengan
konsentrasi 80 % berbeda signifikan dengan kontrol negatif namun tidak berbeda
signifikan dengan kontrol positif. Terjadi peningkatan sebesar 35,58%
dibandingkan kelompok kontrol negatif. Hal ini menunjukan bahwa perasan daun
semanggi air 80 % mampu meningkatkan ketebalan lapisan sel epitel vagina
dengan optimalkarena daun semanggi air mengandung fitoestrogen. Fitoestrogen
merupakan estrogen-like substrances, memiliki rumus bangun kimia sangat
berbeda dengan estrogen namun efeknya sangat mirip dengan estrogen. Khasiat
estrogenik dapat terjadi karena fitoestrogen juga memiliki dua gugus OH/hidroksil
yang berjarak 11-15 Angstrom pada intinya sama persis dengan inti estrogen
(Tapan,2003). Fitoestrogen dapat berikatan dengan reseptor estrogen yang
diproduksi oleh tubuh. Fitoestrogen yang terkandung pada jaringan tanaman
adalah glikosida yang larut dalam air, pada level yang tinggi dalam darah
fitoestrogen dapat menghalangi pelepasan hormon gonadotropin dari hipofisa dan
akan bersaing dengan estrogen endogen untuk menempati reseptor pada jaringan

target seperti uterus, serviks dan vagina (Widodo, 2005).
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5.2 Pengaruh Pemberian Perasan Daun Semanggi Air (Marselia Crenata)
Terhadap Ualangan Estrus tikus (Rattusnorvegicus) Betina

Pengukuran rata-rata pengulangan estrustikus putih ( Rattus norvegicus)
betina yang dilakukan dengan mengamati tingkah laku estrus hewan coba selama
23 hari masa perlakuan. Data dianalisis menggunakan ANOVA dan menunjukan
perbedaan hasil yang signifikan ( p< 0,05), selanjutnya dilakuan uji lanjutan
menggunakan BNJ dan didapatkan hasil yang dapat dilihat pada Tabel 5.2

Tabel 5.2 Rata-Rata Ulangan Estrus

Kelompok Tikus Rata-rata ulangan estrus
Kontrol Negatif 4,25 +0,5*
Kontrol Positif 5,75£0,5"
Perlakuan 20 % 5+ 0,817
Perlakuan 40 % 5,25+ 0,5°
Perlakuan 60 % 5,5+ 0,57"
Perlakuan 80 % 57+0,5

Keterangan : Perbedaan notasi menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar
kelompok perlakuan (p<0,05).

Berdasarkan analisis diatas pada Tabel 5.2 kelompok K+ memiliki rata-rata
ulangan estrus lebih banyak dibanding kelompok K- selama 23 hari masa
perlakuan. Perbedaan ini menunjukkan bahwa nilai rata-rata ulangan K+ berbeda
nyata dengan K- yang dibuktikan dengan notasi yang berbeda antar kedua
kelompok tersebut. Pada kelompok K+ hewan coba diberikan etinilestradiol
secara peroral dengan sonde lambung mampu meningkatkan rata-rata ulangan
estrus sebesr 35,3%. Pemberian etinilestradiol dapat mempercepat siklus estrus,
karenaetinilestradiol merupakan esterogen sintetis. Menurut Hartono (2002),
Esinilestradiol merupakan senyawa estrogen sintetik steroidal yaitu turunan

sintetik dari estradiol alami. Sebagai turunan sintetik dari estradiol alami,
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esiniestradiol  memacu  pertumbuhan  endometrium  dan  kornifikasi
vagina.Menurut Herdis (1999), pada beberapa kasus gangguan reproduksi seperti
hipofungsi ovarium, pemberian etinilestradiol dapat mengembalikan estrus dan
meningkatkan fertilitasdengan cara meregresikan folikel dominan sehingga
muncul folikel dominan dari gelombang berikutnya yang menghasilkan oosit

berkualitas baik.

Pada K (-) hewan tidak diberikan perlakuan apapun sehingga aktifitas
estrogen murni dari fisiologis hewan coba. Berdasarkan tabel 5.2 jumlah
pengulangan estrus dalam waktu 23 hari pada tikus sebanyak 4,25 + 0,5. Hal ini
sesuai dengan pendapat Akbar (2010) bahwa siklus estrus mencit berulang setiap

4 sampai 5 hari.

Pada K(+) hewan diberikan etinilestradiol yang merupakan esterogen
sintetik sedangkan pada kelompok P4 diberikan perasan daun semanggi air yang
mengandung fitoesterogen, dimana keduanya sama-sama mengandung esterogen
yang mampu meningkatkan rata-rata ulangan siklus estrus dan mempercepat fase
estrus, ditandai dengan ditemukan sel epitel yang terkornifikasi pada apusan
vagina. Kadar estrogen yang tinggi akan merangsang maturasi folikel de Graff
dari folikel primodial dan folikel primer di ovarium. Hal ini dapat mempercepat
folikulogenesis dan fase diestrus menuju fase estrus. Berdasarkan Tabel 5.2
pemberian esinilestradiol dapat mempercepat tibanya kembali siklus estrus dalam
waktu 23 hari sebanyak 5,75+ 0,5. Hal ini sesuai dengan pendapat Kumar
(2005)Hormon estrogen menyebabkan peningkatan mitosis dan proliferasi sel-sel

epitel dan proses pertandukan pada sel-sel epitel permukaan. Konsentrasi estrogen
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yang tinggi pada saat estrus mengakibatkan penebalan dinding vagina dan
mengakibatkan sel-sel epitel mengalami pertandukan dan terlepas dari dinding

epitel vagina. Sel-sel pertandukan terlihat dominan pada hasil ulas vagina.

Pada perlakuan P1 dengan konsentrasi perasan daun semanggi air 20%
didapatkan rata-rata ulangan estrus sebanyak 5+ 0,81dan dengan pemberian
perasan tersebut dapat meningkatkan ulangan estrus pada tikus putih (Rattus
norvegicus) sebesar 17,64%. Pada perlakuan P2 dengan konsentrasi perasan daun
semanggi air 40% didapatkan rata-rata ulangan estrus sebanyak 5,25+ 0,5 dan
dengan pemberian perasan tersebut dapat meningkatkan ulangan estrus pada tikus
putih (Rattus norvegicus) sebesar 23,5%. Pada perlakuan P3 dengan konsentrasi
perasan daun semanggi air 60% didapatkan rata-rata ulangan estrus sebanyak
5,5+ 0,57 dan dengan pemberian tersebut dapat meningkatkan ualangan estrus
pada tikus putih (Rattus norvegicus) sebesar 29,4%. Pada perlakuan P4 dengan
konsentrasi perasan daun semanggi air 80% didapatkan rata-rata ulangan estrus
sebanyak 5,7 + 0,5 dan dengan pemberian tersebut dapat meningkatkan ualangan

estrus pada tikus putih (Rattus norvegicus) sebesar 34,11%.

Pada keseluruhan perlakuan, baik P1, P2, P3 dan P4 dapat meningkatkan rata-
rata ulangan estrus. Berdasarkan analisis tabel didapatkan konsentrasi perasan
daun semanggi air yang paling banyak dalam meningkatkan ulangan estrus, yakni
pada kelompok P4 dengan konsentrasi 80%, dengan konsentrasi tersebut mampu
meningkatkan rata-rata ulangan estrus yang hampir sama dengan kelompok K+
dibuktikan dengan persamaan notasi antar keduanya, hal ini dikarenakan pada

kelompok perlakuan diberikan perasan daun semanggi air. Pemberian perasan
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daun semanggi air dapat meningkatkan ulangan siklus estrus dan mempercepat
estrus karena daun semanggi air mengandung fitoestrogen. Fitoestrogen memiliki
kemiripan dengan struktur kimia estrogen pada mamalia.Fungsi utama estrogen
adalah menifestasi tingkah laku saat kawin pada waktu estrus, perubahan-
perubahan siklik pada alat reproduksi betina, perkembangan saluran pada kelenjar

mammae, dan perkembangan sifat-sifat kelamin sekunder (Glover, 20006).

Menurut Cora et al (2015), Fase estrus ditandai dengan terlihatnyasel-sel
epitel yang mengalami penandukan (kornifikasi), tanpa inti dan terwarna pucat.
Fase estrus pada mencit berlangsung selama 12 — 48 jam.Sel-sel kornifikasi
terbentuk sebagai akibat pembelahan sel epitel berinti secara mitosis dengan
sangat cepat. Pembelahan mitosis inti sel menyebabkan inti pada sel yang baru
belum terbentuk sempurna. Pada fase ini kadar estrogen darah sangat tinggi yang
berpengaruh pada vaskularisasi pada organ reproduksi. Vaskularisasi yang
berlebih menyebabkan pertumbuhan epitel yang sangat cepat. Vaskularisasi
berlebih menyebabkan sel epitel pecah dan inti menghilang. Selain itu estrogen
juga dapat menyebabkan keratinisasi pada epitel yang luruh. Pada saat dilakukan

pengamatan sitologi vagina swab akan banyak ditemukan sel epitel kornifikasi.



BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan
Perasan daun Semangi air berpengaruh terhadap percepatan siklus birahi
berdasarkan ketebalan lapisan sel epitel vagina dan ulangan estrus pada tikus
putih (Rattus norvegicus) betina.
6.2 Saran.
1.Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai dosis optimum terhadap siklus
estrus yang diikuti dengan ovulasi.

2. Perlu identifikasi ada tidaknya ovulasi akibat daun semanggi air.
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