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Abstrak

Seiring bertambah banyaknya kasus kejadian SOPK- resistensi insulin
yang terjadi angka kejadiaan 69% (Samsulhadi, 2003), yang mengakibatkan
kesulitan untuk mendapatkan anak khususnya pasangan usia subur (infertilitas).
Tujuan penelitian ini untuk mengetahui mekanisme perbaikan perkembangan
folikel pada rattus norvegicus model sopk dengan resistensi insulin yang diberi
ekstrak sambiloto. Penelitian ini eksperimen laboratories, jenis rancangan acak
lengkap dengan kelompok kontrol dan kelompok perlakuan sebanyak 25 ekor
tikus putih (Ratus norvegicus) dibagi secara acak menjadi 5 kelompok masing-
masing terdiri 5 ekor tikus putih. Kelompok kontrol (K) ada 2 yaitu K- tidak
mendapat perlakuan, K+ dibuat model SOPK- resistensi insulin dengan
pemberian testosterone propionate 28 hari. Kelompok perlakuan ekstrak
sambiloto dosis 18 mg/ 100g bb /hari, kelompok perlakuan ekstrak sambiloto
dosis 36 mg/ 100g bb /hari, kelompok perlakuan ekstrak sambiloto dosis 72 mg/
100g bb /hari. Pemberian perlakuan diberikan satu kali sehari, dilaksanakan
selama 4 siklus birahi tikus putih atau 15 hari. Hasil penelitian bahwa rerata dari
uji Anova yang terbesar dengan nilai 8.0000 adalah folikel primer pada
kelompok K- dan diikuti kelompok P1 dan P3 ekstrak sambiloto dosis 18 mg
dan 36 mg dengan nilai retara sebesar 6.8000. Hasil uji normalitas dengan
oneway sample kolmogorov smirnov test bahwa variabel folikel primer, folikel
sekunder, folikel tersier, folikel de Graff mempunyai nilai p > 0.05 disimpulkan
data berdistribusi normal. Hasil uji LSD terdapat perbedaan yang bermakna
antara perkembangan folikel primer kelompok kontrol dengan kelompok
perlakuan dengan nilai p sebesar 0.031, dan perkembangan folikel de Graff
kelompok control dan kelompok perlakuan dengan nilai p sebesar 0.002, maka
dengan ini disimpulkan terdapat hubungan yang bermakna dengan penggunaan
ekstrak sambiloto. Perlunya penggunaan dosis yang tepat dan waktu yang lebih
lama dari ekstrak sambiloto dalam memperbaiki perkembangan folikel.

Kata Kunci : Folikel, Rattus Norvegicus Model SOPK, Ekstrak Sambiloto
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A. PENDAHULUAN

Diabetes melitus merupakan penyakit endokrin yang berpengaruh
terhadap sistem repduksi khususnya pada wanita yang menyebabkan
anovulasi. Keadaan anovulasi beresiko menjadi infertilitas, yang akan
menjadi masalah yang sangat meresahkan khususnya bagi pasangan usia
reproduktif yang menginginkan keturunan. Salah satu penyebab terjadinya
infertilitas pada wanita usia reproduktif adalah Sindroma Ovarium
Polikistik (SOPK). Wanita dengan SOPK sering mengalami anovulasi
yang menyebabkan masalah yang berat apabila tidak mendapat penanganan
yang tepat. Kelainan endokrin yang melibatkan 5%-10% wanita dalam
masa reproduksi paling banyak dikarenakan oleh kejadian infertilitas
(Azziz, 2005).

Resistensi Insulin, obesitas, gangguan metabolic dan infertilitas juga
sering dikaitkan dengan Sindroma Ovarium Polikistik. Kerja insulin yang
terganggu menyebabkan terjadinya Hiperinsulinemia (peningkatan sekresi
androgen di ovarium). Hal tersebut disertai dengan perkembangan folikel
yang abnormal, sehingga menyebabkan gangguan fungsi ovarium.
Peningkatan hipertekosis stroma ovarium yang didiagnosa dengan
ditemukannya pulau-pulau sel teka yang mengalami luteinisasi dalam
stroma ovarium ditunjukan pada wanita dengan SOPK. Perubahan
morfologi ovarium lebih jelas terlihat pada SOPK yang resisten insulin,
yang menunjukkan bahwa hiperinsulinemia memengaruhi morfologi dan
fungsi ovarium (Dunaif,1996). Goldseher menjelaskan bahwa pada SOPK
didapatkan 20-50% mengalami resistensi insulin. Terjadinya disfungsi
aktifitas sel beta dan sensitifitas insulin pada wanita SOPK dengan
resistensi insulin, dimana menunjukkan gambaran resistensi insulinnya
lebih menonjol (Dunaif, 2002).

Sambiloto adalah jenis tanaman yang dapat digunakan sebagai obat
anti diabetes mellitus. Herbal dan percabangannya mengandung diterpen
lakton yang terdiri dari Andrografolide (Niranjan, 2010,Sudarsono,2006).
Sambiloto mengandung Andrographolida, yaitu glikosida diterpenoid yang
dapat digunakan sebagai diuretika, antipireutik dan analgesik (Yuliah,
2001). Ekstrak sambiloto dapat melepaskan insulin dan menghambat
asorbsi glukosa melalui penghambatan enzim alfaglukosidas dan
alfaamilase. Enzim glukosidase (maltase, isomerase, glukomerase dan
sukrase) berfungsi untuk menghidrolisis oligosakarida pada dinding usus
halus sehingga inhibissi pada enzim ini dapat menguranggi pencernan
karbohidrat komplek dan absorpsinya (Subramanian dkk, 2008).
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Pemberian obat herbal yang berasal dari tumbuhan seperti sambiloto
dapat menjadi alternatif obat diabetes militus yang dapat mengurangi kadar
gula darah. Beberapa peneliatian sebelumnya menjelaskan bahwa
peningatan kadar tetosterone dalam darah akan menyebabkan ratio Follicle
Stimulating Hormone (FSH) / Luteinizing Hormone (LH) terganggu dan
bila kondisi ini dibiarkan tanpa penanganan segera akan menyebabkan
sistiks/ kista pada ovarium. Terjadi karena adanya hubungan umpan balik
mekansme dengan kadar esterogen yang selalu tinggi sehingga tidak
pernah terjadi kenaikan yang cukup kuat terhadap kadar FSH. Kenaikan
kadar hormone LH merangsang sintesis androgen, sedangkan peningkatan
kadar androstenedion di perifer di ubah menjadi estron. Kenaikan kadar
tetosterone akan menekkan sekressi Sex Hormone Binding Globulin
(SHBG) di hati, sedangkan kadar tetosteron dan estradiol bebas meningkat.
Kadaresteron dan estradiol yang meningkat akan memberikan umpan balik
terhadap kenaikan LH. Sedangkan kadar FSH rendah namun masih terjadi
pertumbuhan folikel, sehingga terjadi penumpukan folikel kecil berjajar
tetapi tidak membesar dan tidak ovulasi (Samsulhadi,1999).

Pada penelitian ini penulis berusaha memberikan terapi alternatif
lain yaitu ekstraks sambiloto sebagai obat herbal dalam pengobatan SOPK
dengan resitensi Insulin yang biasanya menggunakan mettformin.
Mengingat akan etis penelitian ini menggunakan tikus sebagai percobaan
dalam penelitian ini. Sampai saat ini belum ditemukan adanya penelitian
terkait pemberian ekstrak sambiloto dengan penurunan kadar gula pada
wanita SOPK dengan resistensi insulin.

B. METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah  penelitian eksperimental dengan desain
penelitian post test only control group design. Menggunakan hewan
sebagai uji coba Rattus norvegicus yang dibuat model SOPK dengan
resistensi insulin sebagai ganti manusia untuk penelitian lebih invasive
karena selama ini terhalang etis pada pelaksanaannya. Menggunakan
hewan coba Rattus norvegicus betina usia 3 bulan dengan berat badan
sekitar 100-250gr. Bebebrapa bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adalah testosteron propionate, kapas, NaCl Fisiologis, ekstrak sambiloto ,
aquadest steril, etanol 95%, pakan tikus BR 1, Air PAM, formalin 10%.
Sesuai Reyes 2006.

Pembuatan ekstrak sambiloto dengan metode pengekstrakan dengan
cara freezdry dengan dosis18 mg, 36 mg dan 72 mg yang diberikan pada
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masing- masing kelompok tikus. Diberikan sehari sekali dengan dilarutkan
1 cc aquadest sesuai kapasitas lambung tikus dan diberikan dengan cara
sonde sebelum makan.

Pembuatan Rattus norvegicus model SOPK dengan resistensi insulin
oleh Santoso, Widjiati, Muttagin, 2008 vyaitu dengan cara Rattus
norvegicus diinjeksi testosteron propionate secara intramuscular dibagian
paha setiap hari sekali sebanyak 0.1 ml selama 28 hari. Akan menunjukkan
gambaran corpus luteum, adanya ovarium polikistik, hipertekosis pada
stroma serta penipisan atau atresi sel granulosa, hiperandrogen, keadaan
hiperandrogen yang akan meningkatkan kadar asam lemak bebas. Pada
pemeriksaan swab vagina menunjukkan gambara diestrus pada tikus yang
diinjeksi testosteron propionat selama 28 hari.

Pada uji ini digunakan lima (5) kelompok I, yaitu (1) kelompok 1
kelompok kontrol normal atau negative tidak mendapat perlakuan apapun,
(2) kelompok 2 kelompok kontrol positif Rattus norvegicus SOPK - RI
yang tidak mendapatkan intervensi ekstrak sambiloto hanya diberi
aquadest, dan tiga (3) kelompok perlakuan. Yaitu : Kelompok 3 yaitu
Rattus norvegicus SOPK-RI yang diberi ekstraks sambiloto (ES) dengan
dosis 18 mg selama 15 hari; (4) Kelompok 4 yaitu tikus SOPK-RI yang
diberi extrak sambiloto berdosis 36 mg selama 15 hari; (5) Kelompok 5
yaitu tikus SOPK-RI yang diberi ES dengan dosis 72 mg selama 15 hari.
Diperlukan untuk mengetahui antara pemberian bahan uji ES secara
personde dengan dosis yang berbeda- beda yaitu 18 mg, 36 mg dan 72mg.
Kelompok variasi dosis uji diperlukan untuk mengetahui dosis yang
berguna terhadap ekstrak sambiloto dalam meningkatkan perbaikan
perkembangan folikel. Pengukuran perkembangan folikel dengan cara
mengukurnya diamati menggunakan mikroskop cahaya pada pembesaran
100x, 400x, 1000x.

Pembuatan preparat ovarium sebagai berikut:

Tahap Fiksasi. Ovarium pada larutan formalin 10% selama 1 jam,
langkah fiksasi diulang sebanyak 2 kali pada larutan yang berbeda.

Tahap Dehidrasi. Ovarium yang sudah difiksasi dilanjtkan didehidrasi
pada larutan ethanol 70 % selama 1 jam, selanjutnya objek di pindah dalam
larutan ethanol 80%, setelah itu lanjut pada larutan ethanol 95 % sebanyak
2 kali dan dalam ethanol asolut selama 1 jam dan diulang sebanyak 2 kali
pada ethanol absolut yang berbeda.
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Tahap Clearing (Penjernihan). Pada tahapan ini ovarium dijernihkan
untuk menarik kadar ethanol dengan mengunakan larutan xylene | selama
1,5 jam dan dilanjutkan ke larutan xylene Il selama 1,5 jam.

Tahap Embedding. Pada tahap ini ovarium dimasukkan kedalam kaset
dan diiinfiltrasi dengan menuangkan parafffin yang dicairkan pada suhu
600C, kemudian paraffin dibiarkan mengeras dan dimasukkan ke dalam
freezer selama = 1 jam.

Tahap Sectioning (pemotongan). Pada tahap ini ovarium yang sudah
mengeras dilepaskan dari kaset dan diletakkan pada mikrotom kemudian
dipotong setebal 5 micron dengan pisau mikrotom. Kemudian dimasukkan
ke dalam water bath bersuhu 400C untuk merntangkan hasil potongan,
hasil potongan kemudian diambil dengan objeck glass dengan posisi tegak
lurus dan dikeringkan.

Tahap Staining (Pewarnaan). Merupakan tahapan pewarnaan objek
menggunakan Hematoxilin eosin (pewarnaan HE) melalui tahapan sebagai
berikut : Preparat di rendam dalam larutan xylene | selama 10 menit, lalu
preparat diambil dari xylene | dan direndam dalam larutan xylene Il selama
5 menit, kemudian preparat diambil dari xylene 1l dan direndam dalam
etanol abhsolut selama 5 menit, lalu preparat diambil dari etanol absolut
dan direndam dalam ethanol 96% selama 30 detik, preparat kemudian
diambil dari ethanol 96% dan direndam dalam ethanol 50% selama 30
detik, lalu preprat diambil dari ethanol 50% dan direndam dalam
runningtap water selama 5 menit, lalu prparat diambil dari runningtap
water dan direndam dalam meyer hematoshirin selama 1-5 menit.

Preparat yang ada dalam meyer diambil dari larutan meyer dan
direndam dalam running tap water selama 2-3 menit. lalu preparat diambil
dari running tap water dan direndam dalam pewarna eosin selama 1-5
menit, lalu preparat diambil dari larutan eosin kemudian dimasukkan dalam
ethanol 75 % selama 5 detik, kemudian dimasukkan kedalam etanol
absolute selama 5 detik diulang 3 kali pada etanol absolut yang berbeda,
lalu prparat diambil dan direndam dalam xylene Ill selama 5 menit,
kemudian dipindahkan dalam xylene IV selama 5 menit dan terahir
dipindahkan kedalam xylene V selama 10 menit, lalu preparat diangkat dan
dikeringgkan, kemudian yang terakhir preparat ditutup menggunakan
deckglass.

Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan uji statistik
Anova. Dan dilanjutkan Uji Komparasi Post Hoc untuk mengetahui
perbedaannya.
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C. HASIL PENELITIAN
Pengujian kenormalan data dilakukan dengan menggunakan uji one
sample Kolmogorov- smirnov dengan taraf signifikansi 0,05%. Rattus
norvegicus yang diberi dosis 18 mg, 36mg dan 72 mg.
Hasil uji Normalitas Kolmogorov- smirnov terhadap kadar insulin
didapatkan sebagi berikut :

Tabel 1. Hasil uji Normalitas Kolmogorov- smirnov terhadap kadar

insulin
Uji Normalitas Folikel Folikel Folikel Folikel de
Kolmogorov Primer Sekunder Tersier Graff
Mean 6.00 5.40 3.40 0.56
SD 2.61 2.72 1.93 1.15
Kolmogorov 0.70 0.59 0.70 2.02
P 0.71 0.87 0.69 0.00

Dari tabel diatas menunjukkan bahwa perkembangan primer,
sekunder, tersier dan de Graff berdistribusi normal karena nilai p>0,05.
Karena hasil didapat berdistribusi normal p>0,05 selanjutnya dengan
Analisis Multivariat (Manova). Pada uji Manova didapatkan:

Tabel 2. Uji Manova terhadap perkembangan folikel tikus putih

Variabel Dependent F Significant (P)
Folikel Primer 3.30 0.031
Folikel Sekunder 2.22 0.103
Folikel Tersier 1.11 0.378
Folikel de Graaf 6.48 0.002

Dari tabel diatas didapatkan bahwa folikel primer dan folikel de
Graff didapatkan signifikansi level nya < 0,05 yaitu sebesar 0.031 dan
0.002. Jika dengan Manova terdapat perbedaan yang bermakna antar
perlakuan, maka dilanjutkan dengan uji Anova dan Least Significant
Difference LSD) atau Uji Beda Nyata Terkecil (BNT).
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Gambar 1. Rata- rata uji anova pada folikel primer

Dari gambar 1 diatas didapatkan bahwa kelompok K- diperoleh hasil
tertinggi dibandingkan antara kelompok perlakuan.
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Gambar 2. Rata- rata uji anova pada folikel de Graff

Dari gambar 2 di atas didapatkan hasil tertinggi pada kelompok K-
dibandingkan antara kelompok perlakuan.
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Tabel 3. Uji Anova dan Least Significant Difference (LSD)
terhadap perkembangan folikel tikus putih

Variabel Dosis X £SD F-hitung Sig
Dependent perlakuan (J) P
Folikel Primer 3.300 0.031
K-

K- 8.00 +2.912

K+ 3.40 +1.67°

P1 6.80 +2.16°

P2 5.00 £2.00°

P3 6.80 +2.16%
Folikel de Graff 6.486 0.002
K- K- 2.20 £1.64°

K+ 0.60 +.89°

P1 0.00 +0.00¢

P2 0.00 +0.00°

P3 0.00 +0.00°

Berdasarkan dari tabel di atas didapatkan uji Anova oneway folikel
primer tikus setelah diintervensi dengan ekstrak sambiloto diperoleh nilai
F-hitung sebesar 3.300 dengan signifikasi 0.031 (p<0,05) dan folikel de
Graff ovarium Rattus norvegicus setelah diintervensi dengan ekstrak
sambiloto diperoleh nilai F-hitung sebesar 6.486 dengan signifikasi 0.002
(p<0,05). Hal ini berarti kelompok perlakuan terdapat perbedaan bermakna
pada jumlah folikel primer dan folikel de Graff, selanjutnya diuji dengan
LSD untuk menguji perbedaan dua rata- rata perlakuan secara keseluruhan.

D. PEMBAHASAN

Pada penelitian ini difokuskan untuk pengaruh pemberian ekstrak ES
terhadap pertumbuhan folikel. Pengamatan dilakukan pada ovarium tikus
yang diwarnai dengan HE. Pada penelitian ini digunakan kelompok kontrol
negatif tidak mendapat perlakuan, kelompok kontrol positif di buat model
SOPK- resistensi insulin tanpa intervensi dan kelompok P1 model SOPK-
resistensi insulin dengan dosis ekstrak sambiloto 18 mg/g bb/hr, kelompok
P2 model SOPK- resistensi insulin dengan dosis ekstrak sambiloto 36 mg/g
bb/hr, kelompok P3 model SOPK- resistensi insulin dengan dosis ES 72
mg/g bb/hr.
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Efek perkembangan folikel dengan intervensi ES terhadap tikus
putih (Ratus norvegicus) diantaranya dapat diketahui dengan pengamatan
jumlah folikel primer, folikel sekunder, folikel tersier dan folikel de Graff.

Perkembangan folikel primer yang berasal dari satu epitel benih
yang membelah diri. Sel yang nantinya menjadi ovum berada ditengah dan
dikelilingi oleh sel kecil hasil pembelahan. Sel kecil ini merupakan lapisan
sel yang tebal yang disebut sel granulosa. Setiap oosit dilapisi oleh selapis
sel granulosa yang membentuk folikel primordial. Folikel primer
kebanyakan berada langsung pada bagian basal ovarium yang tipis dan
disebut tunika albugenia. Folikel primer terdiri selain letaknya yang berada
dipermukaan juga oosit belum terbungkus membran viteline (Speroff et al.,
2005).

Dari hasil analisa manova pada folikel primer terdapat nilai
signifikansi 0.031 (p<0,05) artinya ada perubahan perkembangan folikel
primer antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan, yaitu kelompok
P2 dan P1 < K-. Peningkatan jumlah folikel primer tersebut besar
kemungkinan kandungan ekstrak sambiloto mampu meningkatkan jumlah
folikel primer dengan mensekresi hormon gonadotropin dari hipofisis
anterior akan mengeluarkan FSH dapat menjaga kualitas sel granulosa,
yang mana sel granulosa ini sangat di butuhkan untuk menjaga sel telur
yang membentuk sel jaringan pengikat di dalam kortex ovarium yang
menjadi tempat berkembangnya folikel. Dan bahwa sel granulosa terdapat
reseptor hormon FSH dan LH yang dibutuhkan untuk perkembangan
folikel (Suheimi 2007).

Folikel sekunder didapatkan nilai signifikansi (p>0,05) 0.103 dari
uji manova, maksutnya tidak ada perubahan yang nyata antara kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan. Di sebabkan mekanisme yang
mengendalikan dan mengawali proses pertumbuhan folikel sekunder. Besar
kemungkinan hal tersebut dikarenakan jumlah dalam dosis dari ekstrak
sambiloto yang diberikan pada kelompok perlakuan kurang efektif dalam
meningkatkan jumlah folikel sekunder. Seperti halnya pada folikel primer
menuju folikel sekunder dibutuhkan hormon yang cukup untuk
berkembang dan mencapai tahap folikel sekunder. Apabila dikaitkan
dengan peran yang terkandung pada ekstrak sambiloto mempengaruhi
perkembangan folikel sekunder untuk terbentuk, kemungkinan tidak
memiliki hormon yang cukup untuk berkembang dan mencapai tahap
folikel sekunder. Hal ini kemungkinan ekstrak sambiloto tidak memiliki
reseptor FSH untuk meningkatkan pertumbuhan folikel sekunder.
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Pertumbuhan folikel dipengaruhi kadar FSH yang ada di dalam
ovarium, sehingga folikel-folikel primer dan sekunder dapat berkembang
dengan baik. Hal ini dapat dipahami karena pada saat awal perkembangan
folikel diperlukan FSH yang cukup utuk mendorong perkembangan folikel
menuju fase selanjutnya.

(Kiptiyah,2002).

Beberapa penelitin yang lain dilakukan untuk menemukan peran
FSH dalam perkembangan folikel. Salah satunya dengan mengamati
pertumbuhan folikel pada tikus dengan defek pad gen reseptor FSH dan
tikus yang dilakukan hypopysectomy, masih didapatkan pertumbuhan
menjadi folikel sekunder sampai dengan folikel antral walaupun dalam
jumlah yang sedikit dan laju yang lebih lambat( McGee, 2000).

Folikel sekunder merupakan perkembangan lebih lanjut dari folikel
primer, ukurannya lebih vesar karena sel granulosanya lebih banyak,
ditandai dengan adanyanya zona pelucida dan pembungkus tipis pada oosit
yang disebut membrane viteline (Partodiharjo,1992).

Berdasarkan hasil uji manova pada folikel tersier diperoleh nilai
signifikansi 0.378 (p>0,05) maksutnya tidak ada pengaruh perubahan
antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Di sebabkan hormon
berpengaruh dalam proses pertumbuhan folikel tersier. Dimana FSH cukup
dapat mendorong folikel ke tahap yang selanjutnya. Pemberian ekstrak
sambiloto kemungkinan menekan FSH sehingga tidak dapat memberikan
perkembangan pada folikel tersier dalam jumlah yang banyak.

Dimungkinkan penurunan jumlah folikel tersier terjadi kerusakan
pada sel- sel granulosa akibat dari ekstrak sambiloto. Folikel tersier
ditandai dengan lebih banyak sel granulosa sehingga folikel tampak lebih
besar, terletak jauh dari permukaan dan adanya antrum folikel yang berisi
cairan disebut liquor folikuli (Toelihere,1981).

Folikel de Graff dari hasil uji manova diperoleh nilai signifikansi
0,002 (p<0,05) artinya ada pengaruh yang nyata. Folikel de Graff
merupakan bentuk akhir dari perkembangan folikel ovarium. Oosit dalam
folikel de Graff dibunggkus oleh massa sel yang disebut culumus oophorus
membungkusnya menonjol ke dalam ruang antrum yang penuh dengan
cairan folikel (Partodiharjo,1992).

Kemungkinan besar berdasarkan pada data hasil penelitian,
menunjukkan terjadinya penurunan jumlah dari folikel de Graff pada
perkembangan selanjutnya, besar kemungkinan hal tersebut terjadi karena
sudah terlewati ovulasi yang mengakibatkan gambaran folikel de Graaf
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tidak di dapatkan dengan didapatkan jumlah korpus luteum yang lebih
tinggi dibandingkan folikel de Graff.

E. PENUTUP

Berdasarkan dari hasil penelitian, maka disarankan untuk dilakukan
penelitian lanjutan guna untuk pemberian dosis lebih tinggi atau
mengetahui efek toksisitas ekstrak sambiloto terhadap organ lain seperti
hepar dan pankreas. Selain itu juga perlu dilakukan pengujian hormonal
dan penelitian lanjutan yang mengarah pada fertilisasi.
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