ABSTRACT

EFFECT OF SANREGO ( Lunasia amara Blanco) HUSK BAR
ETANOL EXTRACT TO JAPANESE MICE

(Mus musculus) SPERM VIABILITY

Salma Salim, Arni Amir , Maulana S

Sanrego ( Lunasia amara Blanco) have used as traditional drug to overcome the erection’s problem, so it expected to be able to assist to overcome man infertility problem.

Experiment concerning effect of sanrego ( Lunasia amara Blanco) to Japanese strain mice (Mus musculus) sperm viability has been done in Natural Organic Chemical Laboratory of Mathematic and Science Faculty And Biological Laboratory of Medical Faculty, Andalas University. Sanrego extract dose are 25 mg/kg weight/day, 50 mg/kg weight/day, 75 mg/kg weight/day, and 100 mg/kg weight/day. Result of sperm viability expressed in percentage (%) 

 
Result of experiment show the increasing of mice sperm viability value from 54,6 % at control with aquadest become 59,2% at dose 25 mg/kg weight/day, and reach highest 62,2% at dose 50 mg/kg weight/day, then decrease become 58,6% at dose 75 mg/kg weight/day, and lowest become 51,6 % at dose 100 mg/kg weight/day. With the Kruskal-Wallis statistic test and continued with the Mann-Whitney test got sperm viability difference in significant mean at dose 50 mg/kg weight/day (α < 0,05).

 
The aethanol extract of  sanrego ( Lunasia amara Blanco) has different effect to mice sperm viability, so it still needed a furthermore research so it can be exploited as alternative medication to solve man infertility problem.

ABSTRAK

PENGARUH PEMBERIAN EKSTRAK ETANOL KULIT BATANG

SANREGO (Lunasia amara Blanco) TERHADAP VIABILITAS

SPERMATOZOA MENCIT (Mus musculus)

STRAIN JEPANG

                                    Salma Salim, Arni Amir, Maulana S.

Air rebusan kulit batang Sanrego (Lunasia amara Blanco ) secara tradisional digunakan untuk meningkatkan  aktifitas seksual  dan mengatasi masalah disfungsi seksual (Soekotjo, 1994). Diharapkan tumbuhan ini juga berkhasiat ,dapat membantu mengatasi masalah infertilitas pada pria.                  

Telah dilakukan penelitian mengenai pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang sanrego (Lunasia amara Blanco) terhadap viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus) strain Jepang di laboratorium Kimia Organik Bahan Alam FMIPA UNAND dan laboratorium Biologi FK UNAND. Dosis ekstrak sanrego yang diberikan adalah 25 mg/kgBB/hari, 50 mg/kgBB/hari, 75 mg/kgBB/hari, dan 100 mg/kgBB/hari. Hasil viabilitas spermatozoa dinyatakan dalam persen. 


Hasil penelitian menunjukkan peningkatan rata-rata viabilitas spermatozoa mencit dari 54,6 % pada kontrol menjadi 59,2% pada pemberian dosis 25 mg/kgBB/hari, dan mencapai puncaknya sebesar 62,2% pada pemberian dosis 50 mg/kgBB/hari.

Tapi pada dosis 75 mg/kgBB/hari terjadi penurunan 58,6% dan pada dosis100mg/kg BB  menjadi 51,6%.

Dengan uji statistik Kruskal-Wallis dan dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney didapatkan perbedaan viabilitas spermatozoa yang bermakna pada pemberian dosis 50 mg/kgBB/hari (α < 0,05).

                   Dapat disimpulkan bahwa dengan pemberian dosis yang berbeda ekstrak etanol sanrego (Lunasia amara Blanco) memberikan pengaruh yang berbeda terhadap viabilitas spermatozoa mencit. 

Masih diperlukan penelitian lebih lanjut agar dapat dimanfaatkan sebagai pengobatan alternatif dalam mengatasi masalah infertilitas pria 
I.PENDAHULUAN  :

                Masalah infertilitas masih menjadi masalah kesehatan. Dari data WHO, terjadi penurunan angka fertilitas dinegara berkembang dari 6,1% pada tahun 1970 menjadi 3,1 % pada tahun 1990. WHO memperkirakan 

terdapat sekitar 50 juta – 80 juta pasangan didunia yang mengalami infertilitas ( Mahmoud Fathala, 1998). Di Indonesia insiden pasangan infertil sekitar 12,1% pada tahun 1970 dan 15,07% pada tahun 1980 (Badan Penelitian Survey, 2002-2003; Pontoh, dkk, 1990).

                Infertilitas merupakan suatu keadaan dimana tidak terjadinya kehamilan pada istri setelah lebih dari 1 tahun merencanakannya, dengan koitus yang teratur tanpa menggunakan metode kontrasepsi ( Pangkahila, 2006). Apabila pasangan infertil tersebut belum memiliki anak sama sekali, maka mereka dikategorikan  sebagai infertilitas primer. Bila sudah memiliki anak sebelumnya, kemudian baru infertil, maka digolongkan sebagai infertilitas sekunder ( Sumapraja,2002; Widarsa dkk, 1998). 

Menurut Pangkahila infertilitas yang disebabkan oleh gangguan kesuburan pada suami mempunyai persentase sebesar 40%. Cukup signifikannya tingkat infertilitas pria bisa disebabkan oleh berbagai penyebab, antara lain karena gangguan yang berhubungan dengan kondisi sperma yang menurun secara kualitas dan kuantitas. Selain itu bisa juga disebabkan oleh penyakit menular seksual dan penyakit infeksi lainnya (Arjatmo, 2006) Secara umum, penyebab infertilitas pada pria menurut berbagai penelitian bukanlah disebabkan oleh faktor bawaan. Hal ini berarti bahwa kejadian infertilitas seharusnya dapat ditanggulangi jika diketahui sejak dini (Endah, 1998).

   Ilmu kedokteran masa kini baru bisa menolong 50% pasangan infertil dalam memperoleh anak, hal ini disebabkan karena minimnya obat-obat yang tersedia untuk mengatasi infertilitas pada pria. Untuk itulah dibutuhkan berbagai penelitian untuk menemukan bahan-bahan yang dapat membantu mengatasi masalah tersebut (Wiknjosastro, 1999). Selain pengobatan modern, umumnya pasangan infertil menggunakan cara pengobatan tradisional, yaitu suatu metode pengobatan dengan menggunakan bahan-bahan yang berasal dari alam atau menggunakan tanaman-tanaman yang dipercaya berkhasiat sebagai obat. Dasar pemilihan tanaman obat dalam pengobatan tradisional adalah secara empiris yang didasarkan pada nalar atau rasional sehingga pendekatannya dengan menggunakan teori analisa ilmu modern tidak sulit (Kuswinarti, dkk, 2000).

              Salah satu tumbuhan yang secara tradisional digunakan untuk meningkatkan aktifitas seksual dan mengobati disfungsi seksual adalah Lunasia amara Blanco (Soekotjo, 1994). Di Sulawesi, Lunasia amara Blanco dikenal dengan nama ”Sanrego”. Air rebusan kulit batang tumbuhan ini telah digunakan secara tradisional untuk meningkatkan aktifitas seksual dan mengobati disfungsi ereksi (Soekotjo, 1994).  Berdasarkan khasiatnya ini  penulis ingin mengetahui dan melakukan penelitian mengenai pengaruh berbagai dosis ekstrak etanol kulit batang Lunasia amara blanco terhadap viabilitas mencit (Mus musculus) strain Jepang. 

II. TINJAUAN  PUSTAKA :

Viabilitas adalah kemampuan spermatozoa untuk bertahan hidup setelah dikeluarkan dari organ reproduksi jantan. Pada pemeriksaan motilitas spermatozoa dengan cara kuantitatif kadang-kadang ditemukan adanya spermatozoa yang tidak bergerak (imotil). Spermatozoa yang tidak bergerak belum tentu mati, mereka akan bergerak kembali ketika keadaan lingkungannya membaik. Oleh sebab itu perlu dibedakan lagi antara spermatozoa yang hidup dengan yang benar-benar mati.Pemeriksaan ini disebut dengan pemeriksaan viabilitas spermatozoa. Cara

ini digunakan untuk memastikan diagnosa nekrozoospermia (Syafei, 1991; 

WHO, 1988)

Pemeriksaan viabilitas spermatozoa penting dilakukan untuk mengontrol pemeriksaan motilitas sperma. Pemeriksaan ini perlu dilakukan bila motilitas spermatozoa kuantitatif ≤ 40% (Moeloek, 1990)

Viabilitas spermatozoa diperiksa dengan menggunakan metoda WHO (1998), yaitu dengan meneteskan 1 tetes spermatozoa vas deferens pada kaca objek kemudian dicampur dengan 1 tetes Eosin Y 0,5%, lalu ditutup dengan kaca penutup. Biarkan 1-2 menit, kemudian amati dengan mikroskop dengan pembesaran 400x atau dengan mikroskop beda fase. Hitung spermatozoa yang hidup (tidak dipengaruhi zat warna) dan spermatozoa yang mati (berwarna merah) dalam 100 spermatozoa. Nilai dinyatakan dalam persen. 

III. METODE PENELITIAN

              Jenis Penelitian yang digunakan adalah eksperimental dengan menggunakan mencit jantan (Mus musculus) strain Jepang berumur 2,5 – 3 bulan dengan berat badan 20 – 30 gram. Hewan coba sebelum digunakan  dipelihara selama 1 minggu untuk  penyesuaian dengan lingkungannya dan diberi makanan biasa. 

Jumlah mencit yang digunakan berdasarkan rumus Abercrombie sebanyak 25 ekor. Dibagi atas 5 kelompok.

          Ekstraksi sanrego dibuat dengan metoda maserasi. Kulit batang yang telah di haluskan di maserasi dengan etanol 90% sehingga terendam seluruhnya selama 3 hari, dengan sekali-sekali diaduk, kemudian disaring dengan kapas. Hasil saringan disimpan dalam botol berwarna gelap supaya terhindar dari cahaya. Maserasi diulang 3 kali dan hasilnya dipekatkan dengan rotary evaporator sehingga didapat ekstrak sanrego (lunasia amara blanco) berupa bongkahan-bongkahan seperti caramel. 

Dari ekstrak ini dibuat  variasi dosis sesuai kebutuhan dengan cara pengenceran dengan air. 

                Pemberian dosis ekstrak sanrego berdasarkan rumus Metoda Thomson (untuk menentukan barisan dosis antara dosis tertinggi dan dosis terendah ) 

Kelompok I :  Pemberian aquades sebagai kontrol

Kelompok II : Pemberian ekstrak sanrego dengan dosis 25mg/kg BB/ hari

Kelomopok III :  Pemberian ekstrak 50mg/kg BB/ hari

Kelompok IV : Pemberian ekstrak sanrego dengan dosis 75mg/kg BB/hari 

Kelompok V : Pemberian ekstrak sanrego dosis 100mg/kg BB/hari

Bagan Cara Kerja Penelitian
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Mencit jantan dibagi menjadi 5 kelompok, masing-masing kelompok terdiri dari 5 ekor mencit yang dikandangkan secara terpisah.

Setiap kelompok diberi perlakuan sesuai dengan kategorinya. Pemberian ekstrak sanrego (Lunasia amara blanco) dilakukan secara oral yaitu dengan menggunakan spuit oral 1x sehari pada jam yang sama selama 36 hari. Sebelum pemberian perlakuan, timbang berat badan mencit. 

Pada hari ke-37 mencit jantan dimatikan dengan teknik dislokasi cervikal, kemudian sel-sel spermatozoanya diambil dengan mengurut vas deferens yang telah dipotong dan ditampung dalam cawan petri yang berisi larutan NaCl 0,9%.

Pemeriksaan viabilitas spermatozoa vas deferens mencit (Mus musculus), dilakukan dengan cara mencampurkan 1 tetes spermatozoa vas deferens dengan 1 tetes larutan Eosin Y 0,5%, kemudian diaduk. Letakkan 1 tetes campuran pada kamar hitung Improve neubeuer lalu tutup dengan kaca penutup. 

Setelah 1-2 menit amati sediaan melalui mikroskop dengan pembesaran 400x. Spermatozoa yang hidup tidak menyerap zat warna, hitung dalam 100 spermatozoa. Hasil perhitungan dinyatakan dalam %.

HASIL PENELITIAN

 Hasil penelitian pengaruh pemberian ekstrak etanol sanrego (Lunasia amara Blanco) terhadap viabilitas spermatozoa mencit (Mus musculus) strain Jepang dapat dilihat pada tabel 5.1

Tabel 1.1 Viabilitas spermatozoa mencit yang diberi ekstrak etanol sanrego dalam berbagai dosis secara oral

	Kelompok
	Viabilitas (%)

	
	U 1
	U 2
	U 3
	U 4
	U 5
	Rata-rata

	K I
	57
	55
	52
	56
	53
	54,6

	KII
	68
	63
	51
	60
	54
	59,2

	K III
	63
	61
	60
	62
	65
	62,2

	K IV
	53
	56
	62
	65
	57
	58,6

	K V
	50
	54
	54
	52
	48
	51,6


Keterangan : 

K I 
:    kontrol dengan pemberian aquades

K II
: perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol sanrego dosis 25             mg/kgbb/hari

K III
:  perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol sanrego dosis 50 mg/kgbb/hari

K IV
:  perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol sanrego dosis 75 mg/kgbb/hari

K V
:  perlakuan dengan pemberian ekstrak etanol sanrego dosis 100 mg/kgbb/hari

U 
:  ulangan perlakuan


Pada tabel 1.1 didapatkan nilai rata-rata viabilitas spermatozoa dari kelompok kontrol sebesar 54,6 %. Pada kelompok perlakuan terlihat peningkatan nilai rata-rata viabilitas spermatozoa dengan pemberian ekstrak etanol sanrego pada dosis 25 mg/kgbb/hari menjadi 59,2 %, dan pada dosis 50 mg/kgbb/hari menjadi 62,2 %.

 Pada pemberian ekstrak etanol sanrego dengan dosis 75 mg/kgbb/hari terlihat nilai rata-rata viabilitas spermatozoa mencit meningkat dibandingkan kontrol, tapi tidak lebih tinggi dibandingkan viabilitas spermatozoa pada perlakuan dengan dosis 25 mg/kgbb/hari. Sedangkan pada perlakuan dengan pemberian dosis 100 mg/kgbb/hari terlihat penurunan nilai rata-rata viabilitas spermatozoa menjadi 51,6 % lebih kecil dari nilai kontrol dan  nilai lainnya.


Untuk memperoleh gambaran yang jelas mengenai pengaruh pemberian ekstrak etanol sanrego pada berbagai dosis perlakuan terhadap peningkatan viabilitas spermatozoa mencit dapat dilihat pada grafik berikut ini.
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Gambar 1.1 :

                  Grafik rata-rata nilai viabilitas spermatozoa mencit setelah pemberian ekstrak etanol sanrego


Seluruh data yang didapatkan dianalisa secara statistik dengan menggunakan program komputer SPSS 11. Awalnya dilakukan uji homogenitas varian untuk mengetahui apakah data yang diperoleh memenuhi syarat untuk diuji dengan uji statistik one way ANOVA. 


Dari hasil uji homogenitas varian didapatkan bahwa varian tidak homogen (p < 0,05), sehingga uji statitik one way ANOVA tidak dapat dilakukan. Sebagai alternative digunakan uji statistik Kruskal-Wallis. Dari uji Kruskal-Wallis didapatkan perbedaan nilai viabilitas spermatozoa mencit setelah perlakuan bermakna. Untuk mengetahui kelompok mana saja yuang benar-benar memperlihatkan pengaruh yang bermakna maka dilakukan tes Mann-Whitney. Hasil pengujian dengan tes Mann-Whitney dapat dilihat pada tabel 1.2.

Tabel 1.2 Hasil uji statistik multiple comparison viabilitas spermatozoa mencit setelah perlakuan (α < 0,05)

	
	K I
	K II
	KIII
	K IV
	K V

	K I
	-
	
	
	
	

	KII
	0,347
	-
	
	
	

	K III
	0,009*
	0,462
	-
	
	

	K IV 
	0,140
	0,917
	0,248
	-
	

	K V
	0,093
	0,095
	0,009*
	0,028*
	-


Keterangan :

K I
:    kelompok kontrol dengan pemberian aquades

K II
: kelompok dengan pemberian ekstrak etanol sanrego dosis 25     mg/kgBB/hari

K III
: kelompok dengan pemberian ekstrak etanol sanrego dosis 50 mg/kgBB/hari

K IV 
: kelompok dengan pemberian ekstrak etanol sanrego dosis 75 mg/kgBB/hari

K V
: kelompok dengan pemberian ekstrak etanol sanrego dosis 100 mg/kgBB/hari

*
:   perbedaan rata-rata viabilitas spermatozoa mencit yang bermakna pada derajat    kepercayaan 95 %


Dari tabel 5.2 diketahui bahwa nilai yang menunjukkan perbedaan viabilitas spermatozoa yang bermakna dibandingkan kontrol hanya pada kelompok dengan pemberian ekstrak etanol sanrego pada dosis 50 mg/kgBB/hari (α < 0,05 ), sedangkan pada kelompok perlakuan lain memperlihatkan perbedaan rata-rata viabilitas spermatozoa yang tidak bermakna (α > 0,05). Pada perlakuan dengan pemberian dosis 100 mg/kgBB/hari juga menunjukkan perbedaan yang bermakna dibandingkan perlakuan dengan dosis 50 mg/kgBB/hari dan dosis 75 mg/kgBB/hari.

PEMBAHASAN


Hasil penelitian tabel 1.1 menunjukkan bahwa ekstrak sanrego (Lunasia amara Blanco) memperlihatkan respon yang berbeda pada semua dosis yang diujikan. 

Pada dosis 25 mg/kgBB/hari, 50 mg/kgBB/hari dan 75 mg/kgBB/hari memberikan efek meningkatkan viabilitas spermatozoa mencit bila dibandingkan dengan kelompok kontrol, sedangkan dosis 100 mg/kgBB/hari memberikan efek menurunkan viabilitas spermatozoa mencit.


Secara statistik dengan menggunakan uji Kruskal-Wallis diperoleh perbedaan yang bermakna antar tiap kelompok dalam penelitian (p < 0,05). Untuk mengetahui kelompok mana saja yang benar-benar memberikan perbedaan yang bermakna maka dilakukan analisis multiple comparison (Post Hoc test) jenis Mann-Whitney.

Dari tabel 1.2, uji analisa Mann-Whitney antara kelompok kontrol (K I) dengan kelompok dosis 50 mg/kgBB/hari (K III) menunjukkan peningkatan viabilitas spermatozoa yang bermakna yang berarti pemberian ekstrak sanrego memberikan efek nyata berupa peningkatan viabilitas spermatozoa mencit. Pada analisa statistik antara kelompok kontrol (K I) dengan kelompok perlakuan dosis 25 mg/kgBB/hari (K II) menunjukkan peningkatan viabilitas spermatozoa yang tidak bermakna, mungkin karena dosis tersebut belum cukup untuk menimbulkan efek peningkatan viabilitas spermatozoa yang bermakna.

 Dari hasil uji statistik antara kelompok dosis 75 mg/kgBB/hari (K IV) dengan kelompok dosis 50 mg/kgBB/hari (K III) terlihat penurunan nilai viabilitas spermatozoa mencit yang tidak bermakna. Pada analisa statistik kelompok dosis 100 mg/kgBB/hari (K V) dengan kelompok dosis 50 mg/kgBB/hari (K III) juga menunjukkan penurunan nilai viabilitas spermatozoa. Penururunan nilai viabilitas spermatozoa mencit pada dosis 75 mg/kgBB/hari ( K IV) dan dosis 100 mg/kgBB/hari (K V) mungkin disebabkan karena dosis yang diberikan melebihi dosis optimum dalam penelitian ini, sehingga menimbulkan efek berupa penurunan nilai viabilitas spermatozoa mencit.

Belum diketahui secara pasti zat aktif apa yang terkandung didalam sanrego yang mempengaruhi viabilitas spermatozoa mencit secara invivo. Diduga sanrego mengandung suatu zat yang bersifat mirip testosteron. Pada kelompok perlakuan dosis 25 mg/kgBB/hari, 50 mg/kgBB/hari dan 75 mg/kgBB/hari, mungkin terjadi peningkatan kadar testosteron sehingga menstimulasi kelenjar-kelenjar reproduksi dan terlihat berupa peningkatan nilai viabilitas spermatozoa mencit. Pada perlakuan dosis 100 mg/kgBB/hari, mungkin peningkatan kadar testosteron yang terjadi melewati ambang batas, sehingga terjadi mekanisme umpan balik yang menghambat sekresi GnRH oleh hipothalamus yang kemudian mengurangi produksi LH, atau langsung menghambat sekresi LH di hipofisis anterior. Akibatnya terjadi penurunan kadar testosteron yang kemudian mengurangi rangsangan pada kelenjar-kelenjar reproduksi dalam mensekresikan zat-zat yang dibutuhkan oleh spermatozoa, sehingga terjadi penurunan nilai viabilitas spermatozoa mencit. 

KESIMPULAN :


Berdasarkan hasil penelitian pengaruh pemberian ekstrak sanrego (Lunasia amara Blanco) dengan dosis oral 25 mg/kgBB/hari, 50 mg/kgBB/hari, 75 mg/kgBB/hari, dan 100 mg/kgBB/hari selama 36 hari terhadap viabilitas spermatozoa vas deferens mencit (Mus musculus) strain Jepang dapat disimpulkan sebagai berikut : 

1. Pemberian ekstrak sanrego dosis 25 mg/kgBB/hari, dan 75 mg/kgBB/hari meningkatkan viabilitas spermatozoa ves deferens mencit secara tidak bermakna

2. Pemberian ekstrak sanrego dosis 50 mg/kgBB/hari meningkatkan viabilitas spermatozoa ves deferens mencit secara bermakna

3. Pemberian ekstrak sanrego dosis 100 mg/kgBB/hari menurunkan viabilitas spermatozoa ves deferens mencit secara tidak bermakna

SARAN : 

Berdasarkan hasil penelitian, pembahasan, dan kesimpulan, disarankan 

1 Perlu penelitian lebih lanjut untuk mengetahui dosis optimal ekstrak sanrego untuk meningkatkan viabilitas spermatozoa vas deferens mencit.

2 Perlu penelitian lebih lanjut untuk mengetahui zat aktif apa yang meningkatkan viabilitas spermatozoa ves deferens mencit

3 Perlu penelitian lebih lanjut untuk mengetahui mekanisme peningkatan viabilitas spermatozoa vas deferens mencit sebagai pengaruh pemberian ekstrak sanrego.
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