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PENGARUH EKSTRAK DAUN ASAM JAWA (Tamarindus indica L.)
TERHADAP MOTILITAS SPERMA TIKUS PUTIH (Ratfus norvegicus)

JANTAN DIABETIK YANG DIINDUKSI ALOKSAN

Ringgo Bharata

ABSTRAK

Diabetes melitus (DM) dapat mengakibatkan komplikasi-komplikasi yang salah
satunya adalah gangguan sistem reproduksi pria. DM menginduksi peningkatan
Reactive Oxygen Species (ROS) yang mampu mengganggu proses pematangan
sperma dan menurunkan persentase motilitas spermatoz@Z) Daun asam jawa
diketahui memiliki zat antioksidan yang mampu mengurai radikal bebas. Tujuan
penelitian adalah mengetahui efek pemberian ekstrak daun asam jawa terhadap
motilitas sperifg) tikus diabetik. Metode penelitian adalah true experimental
menggunakan posi-test only control group design. Subjek hewan coba adalah
tikus putih galur Wistar jantan berjumlah 30 ekor berusia 12 minggu dengan
bobot 200-210 gram. Subjek dipilih acak dan dibagi ke 5 kelompok : K- (pakan
dan minum standar), K+ (aloksan dosis 150mg/kgBB), P1 (aloksan dan dosis
ekstrak 75mg/kgBB), P2 (aloksan dan dosis ekstrak 150mg/kgBB) dan P3
(aloksan dan dosis ekstrak 300mg/kgBB). Penelitian dilakukan selama 38 hari
kemudian tikus diterminasi dan dilakukff§ pembedahan. Hasil perhitungan
motilitas sperma dianalisis menggunakan uji statistik non-parametrik Kruskal-
(¥allis dan diperoleh nilai signifikansi 0.032 (p<0.05) yang menunjukkan ada
pengaruh ekstrak daun asam ja§filierhadap motilitas sperma tikus jantan diabetik.
Kesimpulan penelitian adalah pemberian ekstrak daun asam jawa dengan dosis
75mg/kgBB dan 150mg/kgBB menunjukkan persentase motilitas sperma tikus
yang lebih baik dan berbeda signifikan dengan tikus jantan diabetik yang
diinduksi aloksan sedangkan pemberian dosis 300mg/kgBB menunjukkan
persentase motilitas sperma tikus yang lebih baik tetapi tidak berbeda signifikan.
Hal ini menunjukkan pemberian eckstrak daun asam jawa dapat mencegah
penurunan motilitas sperma tikus akibat DM dengan dosis efektif yaitu
75mg/kgBB.

Kata kunci : Diabetes melitus, ekstrak daun asam jawa, motilitas spermatozoa,
ROS, tikus galur wistar.
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EFFECT OF TAMARIND LEAF EXTRACT (Tamarindus indica L.) ON

SPERMA MOTILITY OF ALLOXAN-INDUCED DIABETIC MALE RATS
(Rattus norvegicus)

Ringgo Bharata

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) can lead to compllmtions, one of which is male
reproductive system disorders. DM induces an increase in Reactive Oxygen
Species (ROS) which can interfere with the sperm maturation process and reduce
the percentage of spermatozoa motility. Tamarind leaves are known to have
antioxjghgnt substances that can break down and counteract free radicals. The aims
of the research is to determine the @fpct of administering tamarind leaf extract on
the sperm motility of diabetic rats. The research method is true experimental gjth
post-test only control group design. Subjects were 30 male Wisfg strain rats aged
12 weeks with a body weight of 200-210 grams. Subjects were randomly selected
and divided into 5 groups: K- (standard food and drink), K+ (alloxan dose
150mg/kg bw), P1 (alloxan and extract dose 75mg/kg bw), P2 (m)xan and extract
dose 150mg/kg bw), and P3 (alloxan and extract dose 300mg/kg bw). The study
was conducted for 38 days and then the rgggpvere terminated and dissected. The
results of the cajgglation of sperm motility were analyzed with the Kruskal-Wallis
non-parametric statistical@st and obtained a p value of 0.032 (p <0.05) which
indicates that there fgan effect of tamarind leal extract on the sperm motility of
diabetic male rats. The conclusion of study is that the administration of
tamarind leaf extract at a dose of 75mg/kg bw and 150mg/kg bw showsggpjetter
percentage of rat sperm motility and is significantly different from alloxan-
induced diabetic male rats while the administration of a dose of 300mg/kg bw
shows a bettg percentage of rat sperm motility but is not significantly different.
This shows that the administration of tamaggpg leaf extract can prevent the
decrease in sperm motility of rats due to DM with an effective dose of 75mg/kg
bw.

Keywords : Diabetes mellitus, ROS, sperm motility, tamarind leaf extract, wistar
rats.
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BAB 1
PENDAHULUAN
I.1 Latar belakang

Penyakit metabolik ialah kelainan dengan dampak negatif pada cara tubuh
memproses dan mendistribusikan makronutrien seperti protein, lemak dan
karbohidrat. Beberapa penyakit metabolik tersebut adalah diabetes melitus tipe II,
obesitas, aterosklerosis dan gangguan kardiometabolik (Patil et al., 2020).
Diabetes melitus termasuk salah satu penyakit metabolik paling banyak ditemui di
dunia. WHO mendefinisikan diabetes melitus (DM) sebagai gguan
metabolisme kronis yang memiliki etiologi bervariasi. DM diindikasikan dengan
kadar gula darah tinggi disertai dengan gangguan metabolisme karbohidrat, lipid
dan protein yang disebabkan oleh insufisiensi fungsi insulin. Atlas International
Diabetes Federation 10™ Edition 2021 menunjukkan 10,5% populasi dewasa (20-
79 tahun) terjangkit diabetes dan hampir 50% tidak menyadari bahwa mereka
menderita diabetes. IDF memperkirakan pada tahun 2045, satu dari delapan orang
dewasa atau berkisar 783 juta orang diprediksi menderita diabetes dengan
kenaikan sebesar 46% (IDF, 2021). Sebesar 2% populasi dewasa usia (>18 tahun)
di Indonesia menderita diabetes melitus (Riskesdas, 2018).

Kondisi hiperglikemia pada diabetes dapat menyebabkan terjadinya proses
glikasi dan memicu pembentukan Advanced Glycation End-products (AGE).
AGE dan proses autooksidasi glukosa dapat berkontribusi pada gangguan fungsi
seksual dengan memicu peningkatan Reactive Oxygen Species (Singh et al.,
2014). Pada kondisi normal sistem reproduksi laki-laki mempunyai ekuilibrium

antara antioksidan dan kadar ROS. Namun, produksi ROS yang melebihi normal




dapat mempengaruhi mekanisme pertahanan antioksidan sperma sehingga
menyebabkan stres oksidatif, yang teruji meningkatkan kerusakan kromatin/DNA
sperma (Sabeti et al., 2016). ROS mendorong peroksidasi lipid, sehingga
menimbulkan beban oksidatif intraseluler. Urutan kejadiannya meliputi
peroksidasi lipid, hilangnya integritas membran dengan peningkatan
permeabilitas, penurunan motilitas sperma, kerusakan struktural DNA dan
apoptosis (Alahmar, 2019). Motilitas sperma merupakan faktor penentu utama
keberhasilan kehamilan (Dcunha et al., 2020). Pengaruh negatif DM terhadap
motilitas sperma menjadi salah satu faktor resiko terjadinya infertilitas pada pria
yang memprihatinkan (Ding et al., 2015). Oleh karena itu, riset dan penelitian
terkait solusi dari masalah ini sangat diharapkan oleh masyarakat.

Seiring waktu, perkembangan ilmu pengetahuan semakin digencarkan
untuk dilakukannya penelitian yang dapat menjadi solusi dari dampak negatif DM
terhadap motilitas sperma. Bahan alam menjadi salah satu objek penelitian yang
memiliki potensi sebagai obat dari berbagai masalah kesehatan. am jawa
(Tamarindus indica L. ialah salah satu tumbuhan yang sering ditemui di
Indonesia. Buah asam jawa biasa dimanfaatkan oleh masyarakat untuk
dikonsumsi langsung dan dijadikan bahan bumbu masakan. Namun, pemanfaatan
bagian lain tanaman ini yang salah satunya bagian daunnya masih terbatas oleh
masyarakat yang disebabkan oleh masih sedikitnya penelitian terhadap manfaat
un asam jawa. Daun asam jawa (Tamarindus indica L.) di masyarakat biasa

dimanfaatkan untuk bumbu masakan, obat tradisional dan kosmetika (Lahamado

et al., 2017).




Penelitian terkini menunjukkan bagian daun asam jawa memiliki
kandungan polifenol seperti flavonoid dan asam fenolik seperti katekin, vitexin,
orientin, apigenin dan luteolin. Senyawa-senyawa ini berperan sebagai
antioksidan pada tubuh manusia (Sookying et al., 2022). Mekanisme Kkerja
antioksidan adalah dengan menyumbangkan u elektronnya ke senyawa dengan
sifat oksidan sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut bisa terhambat
(Zulaikhah, 2017).

Prevalensi DM yang semakin meningkat dan memprihatinkan di tingkat
global dan nasional beserta dampak buruk DM terhadap kesehatan reproduksi pria
khususnya pada parameter motilitas sperma menimbulkan wurgensi untuk
ditemukannya pengobatan yang dapat mengurangi efek negatif DM terhadap
kualitas sperma pria. Di sisi lain, penelitian dan pemanfaatan daun asam jawa
masih terbatas di masyarakat, padahal tanaman asam jawa termasuk tanaman yang
sering ditemui di Indonesia dan berdasarkan penelitan sebelumnya mempunyai
kandungan antioksidan tinggi pada bagian daunnya. Dengan demikian, peneliti
bermaksud untuk meneliti pengaruh strak daun asam jawa (Tamarindus indica
L.) terhadap motilitas sperma tikus putih (Rattus norvegicus) jantan diabetik yang
diinduksi aloksan.

1.2 Perumusan Masalah

Tanaman Asam Jawa (Tamarindus indica L.) memiliki kandungan

antioksidan yang dapat berpotensi mengurangi resiko dampak buruk DM terhadap

motilitas sperma akibat peningkatan ROS. Berdasarkan hal tersebut, peneliti

menyusun rumusan masalah yaitu “Apakah terdapat pengaruh ekstrak daun asam




jawa (Tamarindus indica L.) terhadap motilitas sperma tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan diabetik yang diinduksi aloksan?”
I3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Mengetahui pengaruh ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L.)
terhadap motilitas sperma tikus putih (Ratfus norvegicus) jantan diabetik yang
diinduksi aloksan.
1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui perbedaan motilitas antara spermatozoa tikus putih jantan
diabetik dan us putih jantan (Rattus norvegicus) yang diberi ekstrak
daun asam jawa (Tamarindus indica L.) sebesar 75mg,fggBB, 150
mg/KgBB dan 300mg/KgBB.

2. Mengetahui dosis efektif pada pemberian ekstrak daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) terhadap motilitas spermatozoa tikus putih
jantan (Rattus norvegicus) diabetik yang diinduksi aloksan.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis

Penelitian  ini  diharapkan mampu menjadi bukti  saintifik

ahwa pemberian ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica 1..)) mampu

mengurangi persentase penurunan motilitas sperma yang dapat berakibat pada

infertilitas laki-laki akibat diabetes melitus.




1.4.2 Manfaat Praktis
a. Bagi masyarakat umum

Meningkatkan wawasan kepada masyarakat terkait pengaruh penggunaan
ekstrak daun asam jawa yang bermanfaat bagi meningkatkan motilitas
spermatozoa sehingga menurunkan risiko infertilitas pada laki-laki penderita DM.
Bagi Fakultas Kedokteran UPN “Veteran” Jakarta

Meningkatkan sumber informasi dan penelitian bagi mahasiswa
kedokteran mengenai pengaruh ekstrak daun tanaman asam jawa terhadap
motilitas spermatozoa tikus putih jantan.
c. Bagi Peneliti dan Peneliti Lain

Meningkatkan pemanfaatan dan pengembangan daun asam jawa sebagai

antioksidan alami serta manfaatnya pada perbaikan motilitas sperma.




BAB 2
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TINJAUAN PUSTAKA
II.1 Landasan Teori
II.1.1 Sistem Organ Reproduksi Laki-laki

Sistem organ reproduksi laki-laki berperan dalam fungsi penting yaitu

spermatogenesis dan pemindahan sperma ke organ reproduksi wanita. Organ-
organ ini meliputi testis, sistem duktus, gonad aksesori dan beberapa struktur
pendukung yaitu penis dan skrotum. Sistem organ ini memiliki mekanisme untuk

mengirimkan sperma ke organ reproduksi wanita dalam bentuk cairan semen yang

kondusif terhadap kelangsungan hidup spermatozoa (Sherwood, 2016).
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Gambar 2. 1 Organ Reproduksi Laki-laki (Hall & Guyton,
2016)

II.1.1.1 Skrotum
Skrotum adalah organ penyokong testis dan meliputi lapisan integumen

kendur dan subkutan di bawahnya yang menempel pada pangkal (perlekatan)




penis. Secara eksternal, skrotum tampak sebagai kantong kulit tunggal yang
dipisahkan oleh raphe. Secara internal, septum skrotum memisahkan skrotum
menjadi 2 kantung yang setiap kantung berisi testis. Septum tersusun atas lapisan
subkutan dan jaringan otot yang disebut otot dartos. Otot ini tersusun atas at-
serat otot polos. Otot dartos terletak di lapisan subkutan skrotum (Sherwood,
2016). Sperma normal diproduksi pada suhu +2-3 °C di bawah suhu inti tubuh
(Tortora & Derrickson, 2014).
II.1.1.2 Testis

Testis memiliki dua fungsi yaitu spermatogenesis dan sekresi testosteron.
Testis berada di skrotum dan disimpan pada suhu 35°C hingga 36°C, atau 1°C
hingga 2°C di bawah suhu basal. Suhu lebih rendah berperan penting untuk
spermatogenesis normal dan dipertahankan oleh susunan arteri dan vena testis
yang terbalik, sehingga memfasilitasi pertukaran panas. 80% testis dewasa terdiri
dari tubulus seminiferus, yang memproduksi sperma. Tubulus seminiferus
berbentuk berliku-liku, melengkung, berdiameter 120-300 pum, tersusun dalam
lobulus dan dikelilingi oleh jaringan ikat. Epitel yang melapisi tubulus
seminiferus terdiri dari tiga jenis sel. Spermatogonia merupakan sel induk,
spermatosit merupakan sel yang sedang dalam proses menjadi sperma dan sel
sertoli yang berfungsi mendukung perkembangan sperma. Sisanya sebesar 20%
testis dewasa merupakan jaringan ikat yang diselingi sel Leydig. Fungsi sel leydig
adalah sintesis dan sekresi hormon testosteron. Testosteron memiliki efek lokal
(parakrin) yang mendukung spermatogenesis di sel Sertoli testis, serta efek
endokrin pada organ target lainnya seperti otot rangka dan prostat (Costanzo,

2018).




II.1.1.3 Epididimis

Epididimis merupakan organ dengan bentuk koma yang memiliki panjang
sekitar 4 cm (1,5 inci) yang trletak di sepanjang batas posterior testis. Masing-
masing epididimis sebagian besar meliputi duktus epididimis yang melingkar
rapat. Saluran eferen yang bermuara ri testis tergabung dengan duktus
epididimis pada bagian superior yang lebih besar. Bagian yang lebih besar ini
ialah caput. Corpus ialah bagian medial epididimis yang sempit dan cauda
merupakan gian inferior yang berukuran lebih kecil. Ujung distal cauda
epididimis berlanjut menjadi duktus deferens. Epitel kolumnar pseudostratifikasi
melapisi duktus epididimis. Lapisan otot polos mengelilingi duktus. Permukaan
bebas sel kolumnar mengandung stereosilia yang berupa struktur mikrovili
ercabang yang meningkatkan luas permukaan untuk reabsorpsi sperma yang
mengalami degenerasi. Jaringan ikat di sekitar lapisan otot melekat pada
lengkungan duktus epididimis. Jaringan ikat ini membawa saraf dan pembuluh
darah (Tortora & Derrickson, 2014).

Epididimis berfungsi sebagai tempat maturitas/pematangan spermatozoa
yaitu proses sperma memperoleh kemampuan motilitas dan kemampuan untuk
melakukan fertilisasi. Proses ini terjadi dalam jangka waktu +14 hari. Epididimis
juga berperan dalam mendorong sperma untuk masuk pada vas deferens melalui
kontraksi peristaltik otot polos selama gairah seksual. Selain itu, epididimis
menyimpan spermatozoa yang dapat dipertahankan selama beberapa bulan. Tubuh

akan mereabsorbsi spermatozoa yang disimpan dan tidak diejakulasi (Tortora &

Derrickson, 2014).
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II.1.1.4 Duktus Deferens
Duktus defererens ialah struktur tersusun dari epididimis pada kedua testis
yang menyatu dan membentuk saluran berotot besar dengan dinding tebal.

Saluran dari setiap testis keluar dari skrotum lalu kembali ke rongga perut melalui
kanalis inguinalis hingga akhirnya bermuara di tra di leher vesika urinaria.
Uretra mengejeksikan sperma dari penis saat ejakulasi (Sherwood, 2016).

I1.1.1.5 Duktus Ejakulatorius

Duktus ejakulatorius masing-masing mempunyai panjang kurang lebih 2
cm dan terbentuk oleh penyatuan yang berasal dari ampula duktus deferens dan
vesikula seminalis. Saluran ejakulasi pendek terbentuk tepat di atas kelenjar
prostat bagian superior dan memanjang ke bawah dan ke depan melalui prostat.
Saluran berakhir di urethrae pars prostathica, dimana sekresi sperma dan vesikula
seminalis dilepaskan tepat sebelum semen dilepaskan secara eksternal melalui
uretra (Tortora & Derrickson, 2014).

II.1.1.6 Kelenjar Aksesorius

Kelenjar seks aksesori utama laki-laki memilik peran dalam menjaga
kondisi fisiogis semen. Kelenjar-kelenjar ini akan menyekresikan sebagian besar
komponen semen. Kelenjar aksesorius terdiri atas vesikula seminalis, kelenjar
prostat dan kelenjar bulbourethral (Sherwood, 2016).

Vesikula seminalis merupakan memiliki struktur seperti kantong yang
berlekuk-lekuk sepanjang kurang lebih 5 cm, berada di posterior dasar vesika
urinaria dan di anterior rektum (Tortora & Derrickson, 2014). Kelenjar ini
berfungsi memproduksi fruktosa yang merupakan sumber energi utama untuk

sperma selama ejakulasi dan menyekresi prostaglandin yang berperan untuk
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merangsang kontraksi otot polos saluran reproduksi laki-laki (Sherwood, 2016).
Kelenjar prostat erukuran +4 cm dari sisi kanan ke kiri, +3 cm dari superior ke
inferior dan +2 cm (0.8 inci) dari anterior ke posterior (Tortora & Derrickson,
2014). Kelenjar prostat berfungsi menyekresi cairan basa untuk menetralisir
cairan asam vagina, menyediakan enzim pembekuan dan melepaskan antigen
spesifik prostat (PSA) (Sherwood, 2016). Kelenjar bulbourethral berpasangan
memiliki ukuran sebesar kacang polong. Letaknya di bawah kelenjar prostat, di
otot dalam perineum, di kedua sisi uretra membranosa dan saluran tersebut
bermuara di uretra pars kavernosa. Kelenjar bulbourethral mengeluarkan lendir,
yang memberikan pelumasan selama hubungan seksual (Tortora & Derrickson,
2014).
I1.1.1.7 Penis

Penis memiliki uretra yang berfungsi untuk saluran ejakulasi cairan semen
dan ekresi urin. Penis mempunyai bentuk silinder yang tersusun atas badan, glans
penis dan akar. Penis terdiri dari tiga massa jaringan berbentuk silinder. masing-
masing dikelilingi oleh jaringan fibrosa yang disebut tunika albuginea. Kedua
massa dorsolateral disebut corpora cavernosa penis (badan utama corpora;
berongga cavernosa). Massa midventral yang lebih kecil, corpus spongiosum
penis, berisi uretra spons dan menjaganya tetap terbuka selama ejakulasi
(Sherwood, 2016).
II.1.2 Spermatogenesis

Spermatogenesis merupakan proses yang diawali dengan proliferasi sel
germinal primordial (awal) yang relatif tidak terdiferensiasi atau spermatogonia

kemudian berproliferasi menjadi spermatozoa (sperma) yang sangat terspesialisasi
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dan mampu bergerak, masing-masing membawa 23 kromosom haploid
terdistribusi acak. Bagian tubulus seminiferus terdapat lapisan sel germinal dalam
perkembangan spermatozoa. Spermatogenesis dimulai pada lapisan luar yang
paling tidak berdiferensiasi dan berkembang ke dalam lewat berbagai tahap
pembelahan ke arah lumen. Lumen testis merupakan tempat spermatozoa yang
sangat terdiferensiasi dan siap diejeksikan dari testis. Spermatogonia
membutuhkan waktu 64 hari untuk berkembang menjadi sperma matur
(Sherwood, 2016).

Pada waktu tertentu, tubulus seminiferus yang berbeda dapat berada pada

tahap spermatogenesis yang berbeda. Ratusan juta sperma dapat matang setiap
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Gambar 2. 2 Spermatogenesis (Sherwood, 2016)

hari. Spermatogenesis melibatkan tiga tahap penting yaitu mitosis proliferasi,
meiosis dan spermiogenesis. Siklus lengkap spermatogenesis berlangsung sekitar
64 hari. Siklus spermatogenik memiliki urutan susunan temporal yang disebut
gelombang spermatogenik, yang menjamin produksi spermatozoa matang secara

terus menerus (Costanzo, 2018).
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II.1.2.1 Mitosis Proliferasi

Spermatogonia berada pada lapisan luar tubulus seminiferus dan
membelah melalui mitosis, menghasilkan sel-sel baru dengan 46 kromosom
diploid. Proliferasi tersebut menyediakan pasokan sel germinal baru secara terus-
menerus. Setelah spermatogonia menjalani mitosis, salah satu sel anak tetap
menjadi spermatogonia yang tidak berdiferensiasi di tepi luar tubulus,
mempertahankan garis keturunan sel germinal. Sel anak lainnya mulai bermigrasi
menuju lumen saat mereka melalui berbagai langkah yang diperlukan dalam
pembentukan spermatozoa, hingga dilepaskan di men. Pada manusia, sel anak
pembentuk sperma membelah sebanyak 2 kali lagi melalui mitosis hingga
terbentuk pat spermatosit primer yang sama. Setelah mitosis terakhir,
spermatosit primer memasuki fase istirahat. Kromosom mengalami replikasi dan
untaian ganda tetap bersatu sebagai persiapan dalam pembelahan meiosis pertama
(Sherwood, 2016).
II.1.2.2 Meiosis

Spermatosit primer membentuk dua spermatosit sekunder selama
pembelahan meiosis pertama hingga terbentuk empat spermatid pada pembelahan
meiosis kedua (Hall & Guyton, 2016). Tidak ada pembelahan lebih lanjut yang
terjadi setelah tahap spermatogenesis ini. Setiap spermatid diubah menjadi satu
spermatozoa. Oleh ena, setiap spermatogonium penghasil sperma secara
mitosis menghasilkan empat spermatosit primer dan setiap spermatosit primer

secara meiosis menghasilkan empat spermatid (calon sperma). Rangkaian proses

spermatogenik pada manusia secara teoritis dapat menghasilkan 16 spermatozoa.
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Namun umumnya, beberapa sel hilang pada berbagai tahap, sehingga efisiensi

produktivitas jarang setinggi ini (Sherwood, 2016).

I1.1.2.3 Spermiogenesis
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Gambar 2. 3 Struktur spermatozoa (Hall & Guyton,

2016)
Spermatozoa memiliki tiga bagian yang terdiri atas kepala, bagian tengah

dan ekor (Tortora & Derrickson, 2014). Kepala meliputi inti sel. Akrosom adalah
vesikel berisi enzim yang melapisi ujung kepala dan bertindak seperti "bor
enzimatik" dalam penetrasi sel telur. Enzim akrosom tidak aktif sampai
spermatozoa bersentuhan dengan ovum dan enzim tersebut dikeluarkan.
Kemampuan motilitas sperma didapatkan oleh ekor panjang (flagella) yang
pergerakannya didukung oleh energi dari mitokondria yang dikonsentrasi pada
bagian tengah spermatozoa (Sherwood., 2016).
II.1.3 Pematangan Sperma

Pematangan sperma merupakan proses penting yang diperlukan untuk
kesuburan laki-laki normal selama transit epididimis. Selama periode ini, sperma
mengalami banyak perubahan pematangan, yang utama adalah untuk memperoleh

motilitas dan faktor-faktor yang diperlukan untuk keberhasilan pembuahan sel
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telur. Proses pematangan terjadi melalui kontak langsung sperma dengan isi
lingkungan lumen epididimis (Emma R et al., 2020).
I1.1.3.1 Transit Epididimis

Saat sperma bermigrasi melalui epididimis, terjadi perubahan pada
pemadatan inti, komposisi membran plasma, struktur sitoskeletal, pemuatan
protein dan muatan RNA non-kode (Sullivan & Mieusset, 2016).

II.1.3.2 Migrasi Cytoplasmic Droplet (CD)

Pematangan juga dikaitkan dengan perubahan morfologi, biokimia dan
fisiologis lainnya yang terjadi pada sperma selama pengangkutan melalui
epididimis. Secara morfologi, perubahan yang paling nyata adalah pergerakan CD
dari leher sperma ke cincin yang menghubungkan bagian tengah dan utama. CD
terdiri dari sitoplasma sel germinal yang tersisa dari proses spermiogenesis
(Gervasi & Visconti, 2017).

Tergantung pada spesiesnya, sperma matang mungkin kehilangan organel
ini saat ejakulasi. Sperma pada cauda epididimis tikus dengan CD lebih motil
dibandingkan sperma tanpa organel. Analisis protein CD tikus yang dimurnikan
mengungkapkan adanya banyak enzim yang berkaitan dengan metabolisme
energi. Protein lain yang termasuk dalam CD adalah TEX101 yang merupakan
GPl-anchored protein yang terletak di membran plasma sperma testis. Protein ini
telah terbukti penting dalam memproses metalloprotease ADAM3, suatu enzim
yang diperlukan untuk transportasi sperma melalui wuterotubal junction (UTI). CD
juga berperan untuk mengatur homeostasis ion sperma dengan mengatur volume
sperma melalui saluran K+, Cl— dan air selama pengangkutan melalui daerah

epididimis (Gervasi & Visconti, 2017).
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11.1.3.3 Perubahan Proteom Sperma

Sperma mengalami perubahan kandungan protein, lipid dan gula.
Mengingat sperma tidak melakukan translasi, protein yang muncul di dalamnya
sebagai konsekuensi pematangannya di epididimis diperkirakan disintesis oleh
epitel epididimis dan kemudian dimasukkan ke dalam sel sperma (Paunescu et al.,
2014). Berbagai protein dengan fungsi yang berbeda telah terbukti berpindah dari
epididimis ke spermatozoa selama transportasi epididimis dan fenomena ini telah
ditinjau baru-baru ini. Beberapa protein yang diperoleh ini berperan dalam
pengembangan fungsi sperma, seperti motilitas sperma (Murta et al., 2016).
11.1.3.4 Perubahan Struktur Permukaan Sperma

Struktur Spermatozoa akan terjadi perubahan molekuler di permukaannya
saat pematangan di epididimis. Perubahan meliputi penambahan, pengurangan
dan/atau modifikasi gula dan lipid pada membran plasma sperma. Fluiditas
membran yang berubah selama pematangan sperma mungkin penting untuk
peristiwa membran berikutnya yang diperlukan untuk pembuahan, seperti reaksi
akrosom dan kemampuan menyatu dengan membran sel telur (Gervasi &
Visconti, 2017).

II.1.3.5 Aktivasi Jalur Persinyalan Motilitas Sperma

CAPUT Wit cauoa  Wnt

Gambar 2.4 Aktivasi jalur persinyalan motilitas sperma (Gervasi
& Visconti, 2017)
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Model jalur molekuler yang terlibat dalam regulasi PPP1CC2 dan motilitas

sperma progresif selama pematangan epididimis adalah sebagai berikut:

a.

Caput epididimis : Glycogen synthase kinase 3 (GSK3) aktif dan
memfosforilasi protein inhibitor 2 (12). Protein 12 yang terfosforilasi tidak
dapat mengikat atau menonaktitkan fosfatase serin/treonin PPP1CC2.
Protein penghambat PPP1CC2, sds22, telah ditemukan berkompleks
dengan pl7 dan tidak dapat mengikat atau menghambat fosfatase. Kinase
cSrc tidak ada pada sperma kaput, sehingga PPP1CC2 aktif dan sperma
kaput memiliki motilitas yang rendah. Wnt dari epididimosom
mengaktifkan reseptor LRP6.

Cauda epididimis: GSK3 difosforilasi pada residu serin dan diinaktivasi
oleh kinase serin/treonin yang belum teridentifikasi. Kinase yang
diusulkan terlibat dalam fosforilasi dan inaktivasi GSK3 termasuk protein
kinase A (PKA), RACalpha protein kinase 1 (Aktl) dan serum serta
glukokortikoid yang diinduksi kinase (SGK), yang semuanya telah
dijelaskan dalam sperma. Sinyal Wnt yang aktif menghambat GSK3.
Dengan inaktivasi GSK3, protein 12 tidak dapat difosforilasi dan akhirnya
berikatan dengan PPP1CC2, menonaktifkan aktivitas katalitiknya. Di sisi
lain, sds22 ditemukan berkompleks dengan PPP1CC2 pada sperma cauda,
yang mungkin menjelaskan penghambatan PPP1CC2. Kinase tirosin cSrc,
yang tidak ada pada sperma kaput, diintegrasikan ke dalam sperma selama
pematangan epididimis. Karena PPP1CC2 adalah varian splicing spesifik
testis yang mengandung dua residu tirosin unik di domain terminal-C,

fosforilasi residu ini oleh c¢-Src atau kinase tirosin lainnya juga dapat
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menjelaskan inaktivasi PPPICC2. Secara keseluruhan, inaktivasi

PPP1CC2 menyebabkan sel sperma memiliki kemampuan untuk bergerak

secara progresif dalam media yang sesuai (Gervasi & Visconti, 2017).
II.1.4 Motilitas Sperma

Sperma yang masuk ke vagina harus mencapai tempat pembuahan, yaitu
ampula saluran tuba (disebut juga saluran tuba). Selain gerak sperma sendiri
(gerakan progresif) untuk mencapai ampula, saluran reproduksi wanita juga
mendukung proses tersebut dan dikendalikan oleh hormon reproduksi wanita.
Oleh sebab itu, motilitas sperma dianggap sebagai penanda prediksi kesuburan
laki-laki yang utama di antara semua parameter semen (Dcunha et al., 2020).

Spermatozoa dibagi menjadi tiga bagian utama yaitu kepala yang berisi
bahan inti, ekor atau flagel yang berisi mesin yang diperlukan untuk mendorong
spermatozoa maju dan leher atau bagian penghubung yang menghubungkan
kepala dengan flagel. Flagellum selanjutnya dapat dipisahkan menjadi bagian
tengah (mengandung organel seluler seperti mitokondria), bagian utama dan
bagian akhir (Dcunha et al., 2020). Beberapa jalur sinyal kompleks berperan
terhadap motilitas sperma yaitu sinyal siklik adenosin monofosfat (cAMP)/protein
kinase A dan fosfoinositida 3-kinase, yang dimediasi melalui ion kalsium (Ca?),
ion bikarbonat (HCOs3™) (Mishra et al., 2018). Batas nilai normal total motilitas
sperma (persentase Progresif dan non-progresif dari 200 sperma) adalah minimal
42% dan batas nilai normal motilitas progresif adalah minimal 30% (World
Health Organization, 2021). WHO mengklasifikasikan motilitas sperma menjadi

grade a, b, c dan d dengan deskripsi sebagai berikut :
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a. Progresif cepat yaitu spermatozoa bergerak aktif (secara linier dan

lingkaran besar) dan dapat menempuh jarak dari titik awal hingga titik

11
akhir paling sedikit 25 pm (atau '2 panjang ekor) selama satu detik.

b. Progresif lambat yaitu spermatozoa bergerak aktif (secara secara linier dan

lingkaran besar) dan dapat menempuh jarak dari titik awal hingga titik
akhir antara hingga < 25 pm (atan setidaknya satu kepala panjangnya
kurang dari ' panjang ekor) selama satu detik.

c. Non-progresif yaitu spermatozoa dengan pola gerakan ekor aktif lainnya
tanpa perkembangan gerakan lingkaran kecil dan gaya flagela
menggerakkan kepala < pum (satu panjang kepala) dari awal menunju ke
titik akhir.

d. Immotil - tidak ada gerakan.

II.1.5 Regulasi Hormon Reproduksi Laki-laki

11.1.5.1 Kontrol Feedback Testis
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Testis dikendalikan oleh dua hormon gonadotropik yang disekresikan

adenohipofisis yaitu luteinazing hormone (LH) dan follicle-stimulating hormone
(FSH). Hormon-hormon tersebut diproduksi sel gonadotrof. Kedua hormon pada
kedua laki-laki dan perempuan bekerja dengan mengaktitkan cAMP (Tortora &
Derrickson, 2014).

Luteinizing hormone bekerja pada sel Leydig dengan melakukan regulasi
sekresi hormon testosteron. FSH bekerja pada sel Sertoli untuk meningkatkan
spermatogenesis. Sekresi [uteinazing hormone dan follicle-stimulating hormone
dari adenohipofisis dirangsang gonadotropin-releasing hormone (GnRH). GnRH
disekresi secara tiba-tiba setiap 2-3 jam sekali, tanpa ada sekresi yang terjadi
antara keduanya. Konsentrasi GnRH dalam darah tergantung pada frekuensi
sekresi tersebut. Sekresi GnRH ini menstimulasi sekresi LH dan FSH yang sedang
berlangsung tetapi LH dan FSH sebagian besar dipisahkan menjadi vesikel
sekretorik terpisah di sel gonadotrof dan tidak dikeluarkan dalam kadar yang sama
disebabkan faktor pengatur lainnya mempengaruhi seberapa banyak setiap
gonadotropin disekresi. Faktor pengatur tersebut yaitu homon testosteron dan

22
inhibin yang memiliki pengaruh terhadap laju sekresi LH dan FSH yang berbeda.

Testosteron bekerja dengan cara umpan balik negatif untuk menghambat sekresi
LH melalui 2 mekanisme. Negative feedback yang dominan ialah menurunkan
sekresi RH dengan bekerja pada hipotalamus, sehingga secara tidak langsung
menurunkan pelepasan LH dan FSH oleh adenohipofisis. Selain itu, testosteron
bekerja langsung pada adenohipofisis dengan secara selektif mengurangi

pengeluaran LH. Inhibin, yang disekresikan oleh sel Sertoli sebagai respons
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terhadap FSH. Inhibin bertindak langsung pada adenohipofisi untuk secara
selektif melakukan penghambatan sekresi FSH (Hall & Guyton, 2016).
I1.1.5.2 Peran Hormon Reproduksi pada Spermatogenesis

Testosteron dan FSH memainkan peran vital untuk mengendalikan
spermatogenesis. Kedua hormon memberikan pengaruhnya pada Sertoli.
Testosteron penting untuk mitosis dan meiosis sel germinal, sedangkan FSH
dibutuhkan pada remodeling spermatid. Hanya konsentrasi tinggi testosteron testis
yang dipertahankan dalam cairan intratubular (sebagai akibat dari sebagian besar
hormon ini dikomplekskan dengan protein pengikat androgen) yang cukup untuk
mempertahankan produksi sperma (Sherwood, 2016).
II.1.6 Analisis Semen

Analisis semen atan spermiogram adalah metode laboratorium yang
dimanfaatkan dalam upaya menganalisis dan menentukan parameter kualitas
sperma untuk kebutuhan praktik klinis, studi penelitian klinis dan epidimiologi.
Berdasarkan WHO laboratory manual for the examination and processing of
human semen 6" edition tahun 2021, analisis semen terdiri dari pemeriksaan
dasar, pemeriksaan lebih lanjut dan pemeriksaan lanjutan.
I1.1.6.1 Pemeriksaan Dasar
I1.1.6.1.1 Pemeriksaan Makroskopik

WHO menetapkan standar penilaian parameter makroskopik semen yaitu
viskositas, bau dan pH (World Health Organization, 2021).

a. Viskositas semen normal berupa tetesan-tetesan kecil yang setelah

melalui liquefikasi memiliki ukuran <2cm.

b. Bau semen normal tidak berbau urin kuat dan busuk.
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C.

pH semen dibawah 7,2 mengindikasikan kurangnya cairan vesikula
seminalis yang bersifat basa dan dapat disebabkan oleh kontaminasi

urin. (World Health Organization, 2021).

I1.1.6.1.2 Pemeriksaan Mikroskopik

WHO menetapkan standar penilaian parameter mikroskopik semen yaitu

konsentrasi, morfologi, motilitas dan vitalitas (World Health Organization, 2021).

d.

Pengenceran ejakulasi yang diperlukan agar konsentrasi sperma dapat
diukur secara akurat diperkirakan dari jumlah spermatozoa yang
diamati pada seluruh bidang mikroskopis perbesaran tinggi.
Setidaknya 50 pl ejakulasi yang tercampur dengan baik harus
digunakan dan total volume suspensi sperma harus setidaknya 200 pl
(World Health Organization, 2021). Konsentrasi sperma yang baik
memerlukan jumlah sebesar 20 juta/mL (Sherwood, 2016).

Morfologi Sperma terdiri dari tiga bagian utama: kepala, tengah dan
ekor (Gatimel et al.,2017).

Klasifikasi motilitas sperma telah ditetapkan menjadi Fast
progressively motile, Slow progressively motile, Non-progressively

Motile dan Immotile (grade a,b, ¢ dan d) (World Health Organization,

2021).

I1.1.6.2 Pemeriksaan Motilitas Sperma

Motilitas spermatozoa diamati pada area tertentu yaitu di bagian bidang

atau kisi yang akan diberi skor tergantung pada konsentrasi sperma.Perhitungan

dilakukan hanya pada baris teratas kisi jika konsentrasi sperma tinggi. Jika skor

konsentrasi

sperma rendah pada perhitungan dilakukan di seluruh grid.
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Perhitungan selanjutnya dinilai pada perbesaran total x200 atau x400 yaitu
kombinasi objektif x20 atau x40 dengan okuler x10. Perhitungan dimulai dengan
spermatozoa progresif cepat dan lambat agar tidak memperkirakan jumlah
spermatozoa progresif secara berlebihan. Tujuannya adalah untuk menghitung
semua spermatozoa yang bergerak secara progresif di bagian grid secara instan.
Penghitungan kedua dilakuakn unutk spermatozoa non-progresif dan imotil yang
berada di dalam bagian grid (World Health Organization, 2021).
Langkah-langkah perhitungan sel-sel spermatoza adalah sebagai berikut :
1. Mengkaji sekitar 200 spermatozoa per ulangan; setiap ulangan adalah
sediaan basah segar yang terpisah.
2. Jika penghitungan 200 spermatozoa dilakukan sebelum semua kategori
motilitas dari satu area dinilai, penghitungan harus dilanjutkan lebih dari

200 spermatozoa hingga semua kategori telah dihitung, untuk menghindari

bias terhadap kategori motilitas yang diberi skor terlebih dahulu.
1.7 eactive Oxygen Species (ROS)

Reactive oxygen species (ROS) adalah molekul yang mengandung oksigen
sangat aktif yang dibentuk oleh reduksi tidak sempurna molekul oksigen di dalam
sel (Santos et al., 2018). Beberapa mengandung elektron tidak berpasangan dan
menjadi ikal bebas. Radikal bebas didefinisikan sebagai spesies kimia yang
dapat hidup secara independen dan memiliki satu atau lebih elektron tak
berpasangan. Radikal oksigen diantaranya yaitu radikal superoksida, hidroksil,
peroksil dan alkil. Contoh ROS yang bukan radikal bebas antara lain hidrogen

peroksida (H202), ion hidroksida (OH-) dan peroksida organik (ROOH) (Li &

Trush, 2016).
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I1.1.8 Diabetes Melitus

Diabetes mengacu pada sekelompok penyakit metabolik di mana
peningkatan kadar gula darah dan hiperglikemia merupakan gejala umum.
Hiperglikemia dapat menyebabkan gejala poliuria, polidipsia, kelelahan,
penurunan berat badan tanpa alasan yang jelas, gangguan penglihatan, rentan
terhadap infeksi, ketoasidosis atau non-ketoasidosis, serta risiko koma (Harreiter
& Roden, 2023).

I1.1.8.1 Hubungan DM dan produksi ROS

Gambar 2. 6 Reaksiffembentukan ROS pada Hiperglikemia
(Cepas etal., 2020)

Kondisi hiperglikemia pada diabetes dapat menyebabkan terjadinya proses glikasi
dan memicu pembentukan vanced Glycation End-products (AGE). AGE dan
proses autooksidasi glukosa dapat memicu peningkatan Reactive Oxygen Species
(Singh et al., 2014). AGEs berinteraksi dengan reseptor RAGE schingga
mengakibatkan peningkatan produksi ROS oleh NADPH oksidase dan enzim
mitokondria, sehingga meningkatkan aktivitas enzim antioksidan. ROS
menginduksi kaskade pensinyalan seperti RAS/MEK/ERK, IP3K/AKT dan

p38MAPK yang mengakibatkan aktivasi NF-xkB yang mengarah ke aktivasi
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protein NLRP-3 dan produksi beberapa sitokin, kemokin dan faktor proinflamasi
lainnya, sehingga meningkatkan inflamasi, apoptosis dan proliferasi sel.
Peningkatan produksi superoksida (O2’) dan nitrit oksida (NO) yang dimediasi
AGE serta regulasi iNOS oleh NF-kB berakibat peningkatan produksi ONOO",
yang menginaktivasi protein seperti tioredoksin, menghambat fungsi anti-
apoptosis dan antioksidannya (Cepas et al., 2020).
II.1.8.2 Hubungan peningkatan ROS terinduksi DM dan motilitas sperma
I1.1.8.2.1 Peroksidasi Lipid

Spermatozoa memiliki membran plasma dengan kadar lipid tinggi dalam
bentuk asam lemak tak jenuh ganda dengan ikatan rangkap tak terkonjugasi antara
gugus metilennya. Ikatan rangkap di dekat gugus metilen mengurangi kekuatan
ikatan metil karbon-hidrogen, sehingga hidrogen sangat rentan terhadap
kerusakan oksidatif. Peningkatan kadar ROS intraseluler yang tidak terkendali
memicu serangkaian reaksi yang pada akhirnya mengarah pada terjadinya
peroksidasi lipid pada membran sel spermatozoa. Peroksidasi lipid mengakibatkan
hampir 60% asam lemak membran hilang, fluiditas menurun, permeabilitas
nonspesifik membran terhadap ion meningkat dan kerja reseptor dan enzim
membran juga terhambat (Opuwari & Henkel, 2016). Hal ini menyebabkan
penghabisan ATP dan gangguan pergerakan flagela. Gangguan fungsi flagela
mengakibatkan tergangguanya motilitas sel sperma (Agarwal et al., 2017).
I1.1.8.2.2 Kerusakan DNA

Peningkatan ROS menyebabkan efek negatif pada DNA inti sperma
terlihat dari peningkatan fragmentasi DNA, ikatan silang kromatin, modifikasi

pasangan basa (bp) dan mikrodelesi kromosom. ROS juga terlibat dalam
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penurunan motilitas sperma dengan menghambat produksi energi melalui mutasi
yang diakibatkan peroksidasi lipid pada DNA mitokondria (mtDNA). Kerusakan
pada setidaknya satu dari 13 gen yang mengkode sistem transporter elektron
mitokondria  mengurangi produksi ATP dan menginduksi produksi ROS
intraseluler. ROS juga dapat menurunkan motilitas sperma melalui oksidasi gugus
tiol pada enzim glikolitik gliseraldehida-3-fosfat dehidrogenase (GAPDH) atau
delesi nukleotida adenin dan piridin akibat peroksidasi lipid (Agarwal et al.,
2014).
I1.1.9 Asam Jawa (Tamarindus indica 1..)
11.1.9.1 Deskripsi Tanaman

Tamarindus indica merupakan tanaman polong-polongan tropis serbaguna
yang termasuk dalam subfamili Caesalpiniaceae, asli afrika dan asia selatan.
Tumbuh di ketinggian 1.500 mdpl pada curah hujan tahunan melebihi 1.500 mm.
Tamarindus indica dapat tumbuh pada berbagai kondisi tanah (Azad, 2018).

Taksonomi tanaman Tamarindus indica L. menurut (Azad, 2018)

EfAmain : Bukarya R VA
Kingdom : Plantae g
Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae

Genus : Tamarindus

Spesies : Tamarindus indica

Gambar 2. 7 A) Tanaman asam jawa (Tamarindus indica L.), B)
BuahTamarindus indica L., C) Variasi kulit Buah Tamarindus
indica L., D) Variasi ukuran buah Tamarindus indica L., E) Biji, F)
Bibit (Azad, 2018).
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I1.1.9.2 Morfologi Tanaman

Tamarindus indica daun berseling, majemuk menyirip genap dan terdiri
atas 10-20 pasang helai daun kecil yang berseberangan. Kulit buahnya lonjong
(5-10 cm x 2 cm), berwarna coklat kemerahan, agak melengkung dan tepi
buahnya membulat. Daging buahnya berwarna coklat, lengket, manis, berair,
lembut, segar dan matang. Bunganya biseksual dengan diameter 2-25 cm,
memiliki 3 benang sari subur, ovariumnya linier dengan panjang sekitar 7 mm.
Polong berbentuk lonjong (5-10 cm), berwarna cokelat kemerahan, agak
melengkung dengan ujung membulat. Tamarindus indica memiliki kanopi hampir
bulat dan memiliki tinggi mencapai 18-25 meter dengan cabang yang menyebar
(Azad, 2018)

I1.1.9.3 Fitokimia Flavonoid Daun

Penelitian menunjukkan bagian daun asam jawa memiliki kandungan
polifenol. Senyawa ini berperan sebagai antioksidan pada tubuh manusia.
Polifenol yang terdapat pada daun T. Indica yaitu flavonoid dan asam fenolik
seperti katekin, vitexin, orientin, apigenin dan luteolin. Selain itu, terdapat unsur-
unsur seperti selenium, tembaga, mangan dan seng. Zat-zat tersebut diketahui
sebagai antioksidan kuat (Sookying et al., 2022).

Total flavonoid pada daun dan buah asam jawa dilaporkan berkisar antara
880+609.45 hingga 11483,11+2559,67 mgCE/100 gram berat kering. Aktivitas
antioksidan pada daun memiliki perbedaan yang cukup signifikan dibandingkan
buahnya. Ekstrak daun asam jawa menunjukkan aktivitas antiradikal bebas yang

jauh lebih tinggi daripada ekstrak buah asam jawa (Mbunde et al ., 2018).
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I1.1.10 Tikus (Rattus norvegicus)
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Gambar 2. 8 Rattus norvegicus (Prastyo Wati et al., 2024)

I1.1.10.1 Deskripsi Hewan

Tikus adalah hewan pengerat yang menjadi bagian dari anggota famili
mamalia. Anggota spesies hewan pengerat saat ini ditempatkan ke dalam 300
keluarga, yang tersebar di 18 subfamili dan mencakup sebagian besar tikus dan
mencit. Hewan pengerat merupakan urutan mamalia hidup yang paling melimpah
dan diversifikasinya, mewakili sekitar 40% dari total jumlah spesies mamalia
(Prastyo Wati et al_, 2024).

Taksonomi tikus (Rattus norvegicus) menurut (Prastyo Wati et al., 2024)

%z’ngdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Famili : Muridae

Genus : Rattus

Species : Rattus norvegicus
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I1.1.10.2Tikus Galur Wistar

Gambar 2. 9 Tikus galur wistar Mrtinsons etal., 2015)

Galut tikus wistar (Rattus norvegicus) berasal dari perkawinan tikus
Wistar dengan tikus liar jantan Norwegia yang ditangkap di Berkeley, California.
Strain wistar mempunyai ciri morfologi kepala lebar, telinga panjang dan
panjang ekor sebanding dengan badan (panjang lebih kecil dari panjang badan).
Fenotip albino pada tikus Wistar ditandai dengan bulu pucat dan mata menonjol
berwarna merah muda atau merah. Selain itu, tikus ini memiliki ukuran tubuh
sedang hingga besar untuk ukuran tikus laboratorium. Strain wistar memiliki usia

reproduksi 7 hingga 10 minggu, berat badan 100 hingga 227 g dan masa

kehamilan 19-22 hari (Prastyo Wati et al., 2024).
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II.2 Penelitian Terkait

Tabel 2. 1 Penelitian terkait

Nama Peneliti,

No Tahun, Judul Hasil Perbedaan Persamaan
Penelitan
1 aitietal., Ekstrak biji a. Variabel a. Jenis tanaman
2017). Diabetes- Tamarindus independen yang digunakan.
induced indica yang b. Kandungan
testicular meningkatkan digunakan tanaman yang
dysfunction motilitas, adalah diuji.
correction by viabilitas dan bagian c. Kondisi subjek
hydromethanolic jumlah daun penelitian.
extract of sperma tikus Tamarindu
Tamarindus s indica
indica Linn. seed b. Dosis yang
in male albino digunakan
rat c. Agen
penginduks
i diabetes
yang
digunakan
aloksan
2 (Razali et al., Ekstrak daun a. Tujuan a. Jenis tanaman
2015). Tamarindus penelitian yang.
Investigation indica untuk digunakan
into the effects menunjukkan mengetahui  b. Kandungan
of antioxidant- efek efek tanaman yang
rich extract of perlindungan antioksidan digunakan.
Tamarindus pada sel ekstrak c. Bagian tanaman
indica leaf on HepG2 daun yang
antioxidant dengan Tamarindu digunakan.
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enzyme menghambat s indica
activities, peroksidasi pada
oxidative stress  lipid, aktivitas
and gene meningkatkan enzim
expression aktivitas antioksidan
profiles in enzim , stress
HepG?2 cells antioksidan oksidatif
dan menekan dan profil
produksi ekspresi
ROS. gen di sel
HepG2.
b. Dosis yang
digunakan
3 (Amado et al., Tablet ekstrak  a. Tujuan . Jenis tanaman
16) daun penelitan yang
Antioxidant and  Tamarindus untuk digunakan.
Hepatoprotective indica mengetahui b. Kandungan
Activity of a menghambat efek tanaman yang
New Tablets peroksidasi antioksidan digunakan.
Formulation lipid di dan Bagian
from tikus galur hepatoprote tanaman yang
Tamarindus Sprague- ktif ekstrak digunakan.
indica L. Dawley yang daun
diinduksi Tamarindus
CCla. indica.
b. Dosis yang
digunakan
c. Kondisi
subjek
penelitan
4 (Kuddus et al ., Ekstrak daun a. Tujuan a. Jenistanaman
2020a) Tamarindus penelitian yang
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Antioxidant-rich
Tamarindus
indica L. leaf
extract reduced
high-fat diet-
induced obesity
in rat through

modulation of

gene expression.

indica dapat
mengurangi
berat badan,
berat lemak,
berat hati dan
kadar lipid
darah yang
diinduksi diet
tinggi lemak
melalui
penurunan
regulasi
ekspresi gen
faktor
transkripsi
proadipogenik
dan enzim
lipogenik
dengan
penurunan
ekspresi gen
enzim

lipolitik, HSL.

untuk
mengetahu
i
mekanisme
molekuler
efek anti-
obesitas
dari
ekstrak
daun
Tamarindu
s indica
pada tikus
galur
wistar.

b. Dosis yang
digunakan

c¢. Kondisi
subjek

penelitan

digunakan.

. Kandungan

tanaman yang
digunakan
Bagian
tanaman yang

digunakan
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II.3 Kerangka Teori

Hiperglikemia Ekstrak asam jawa
¥ v
AGE & Autooksidasi glukosaT Kandungan zat antioksidan
Y v
ROS* I Donor elektron
| i v

*
Gangguan sekresi GnRH

LH | FSH Peroksidasi lipid
¥ ¥ membran sel sperma

1 Netralisasi ROS

i Sel leydig i Sel sertolli L
: L Kerusakan membran sel
X Y
Androgen Gangguan i
Binding ¢ regulasi L
protein nutrisi k4 i . |
¥ Kerusakan DNA | Ml{tam DD’{A E
Testosterony | 5 Mltolrondrla |
¥ ,
Gangguan spermatogenesis Produksi ATP l
Y
Defek morfologi
X :
E Gangguan fungsi flagel
' ¥
Motilitas sperma
|
v v v v
Progresif Progresif lambat (5 Non-progresif Immotil (tidak
cepat (25 hingga < 25 yms) (<5 pmys) ada gerakan ekor
um/s) yang aktif)

[ \ |
y

Total motilitas sperma I:I Variabel diteliti

"""""" 'i Variabel tidak
I 4 diteliti

Bagan 2. 1 Kerangka Teori -~ Menghambat
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II4 Kerangka konsep
Berdasarkan kerangka teori di atas, diperoleh yang diduga memiliki

pengaruh terhadap motilitas sperma tikus yang digambarkan pada diagram

berikut.
Variabel Independen Variabel Dependen
: ‘
Ekstrak daun asam jggja Motilitas sperma tikus putih
(Tamarindus indica L.) dengan o (Rattus norvegicus) jantan
dosis 75mg/kgBB, diabetik yang diinduksi aloksan
150mg/kgBB dan 300mg/kgBB

Bagan 2. 2 Kerangka Konsep

II.5 Hipotesis
a. HO : Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) terhadap motilitas sperma tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan diabetik.
b. HI : Terdapat pengaruh pemberian ekstrak daun asam jawa

(Tamarindus indica L.) terhadap motilitas sperma tikus putih (Rattus

norvegicus) jantan diabetik.
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BAB 3
METODE PENELITIAN

III.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian adalah penelitian true eksperimental yang memiliki tujuan
untuk mengetahui pengaruh perlakuan terhadap gejala atau kelompok tertentu
yang kemudian dibandingkan dengan kelompok lain yang diberikan perlakuan
berbeda. Perlakuan terbagi menjadi 5 kelompok yang setiap kelompok terdiri atas
tikus putih jantan galur Wistar berjumlah 6 ekor. Kelompok penelitian terdiri atas
kelompok kontrol positif, kelompok kontrol negatif dan 3 kelompok perlakuan
dengan dosis bervariasi. Pembagian kelompok dengan metode simple
randomization.

[19)

1.2 Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi dan Terapi
Fakultas Kedokteran Universitas Padjajaran Bandung dan Laboratorium Biologi
Fakultas Kedokteran Universitas Pembangunan Nasional “Veteran™ Jakarta.
Pengambilan sampel didapatkan dari perkebunan Fakultas Kedokteran Universitas
Padjajaran Bandung. Penyimpanan daun asam jawa sebelum dilakukan proses
pembuatan ekstrak disimpan di kotak penyimpanan pada suhu ruangan.
1.3 Subjek Penelitian

Subjek penelitian adalah tikus putih jantan galur Wistar (Rattus

norvegicus) yang didapat dari Laboratorium Farmakologi dan Terapi Fakultas

Kedokteran Universitas Padjajaran Bandung.
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IIT4 Sampel Penelitian

Sampel penelitian adalah tikus putih jantan galur Wistar (Rattus

norvegicus) yang penentuan dan perlakuan selama penelitian mengacu pada

prinsip 3R yaitu Replace, Reduce dan Refine. Prinsip 3R yang akan diterapkan

pada hewan coba selama masa penelitian yaitu :

D

2

3)

Replacement : Rasa sakit dapat lebih ditoleransi pada rodensia
dibandingkan pada primata non-manusia atau anjing karena
sociozoologic (Puslitbangnak, 2016). Hewan coba pada penelitian
diberikan perawatan terbaik sebab pemeliharaan baik akan berdampak
lebih baik pada kesejahteraan hewan.

Reduction : Jumlah sampel penelian yang digunakan seefektif dan
seminimal mungkin dengan ditentukan jumlahnya menggunakan
rumus Federer.

Refinement : Hewan coba diberikan pakan dan kandang yang
memadai selama masa penelitian dan aman dari gangguan lingkungan

sekitar.

1
Prinsip kesejahteraan hewan yang akan dilakukan berdasarkan prinsip 5F :

Freedom:

D

2)

From hunger and Thirst : Hewan coba diberikan pakan dan minum
standar setiap harinya sebanyak 1 kali sehari

From discomfort : Dilakukan aklimatisasi terlebih dahulu terhadap
hewan coba sehingga hewan coba terbiasa dengan lingkungan baru.

Hewan coba diletakkan pada kendang dengan ukuran ideal, yaitu 40 x
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3)

4)

5)

25 em dengan ventilasi udara yang baik. Hewan coba juga diberikan
pencahayaan yang cukup.

From pain, injury, and disease : Hewan coba dilakukan euthanasia
dengan metode cervical dislocation yang relatif cepat sehingga
mengurangi rasa sakit dan penderitaan. Hewan coba dipantau
kesehatannya setiap hari untuk mengurangi risiko sakit selam
penelitian.

To express (most) natural behavior : Kandang yang diberikan
memiliki ukuran yang ideal dan alas kandang dilapisi sekam sehingga
hewan masih dapat bergerak bebas.

From fear and distress : Hewan coba ditempatkan jauh dari
kebisingan. Tikus ditempatkan dalam ruang-ruang kandang
berdasarkan kelompok dengan masing-masing ruang kandang hanya
berisi 6 ekor tikus. Hal ini bertujuan untuk mengurangi agresivitas

tikus.

Sampel penelitian yang digunakan dalam penelitan harus memenuhi

kriteria penelitian berikut :

II1.4.1 Kriteria Inklusi

1.

2.

3.

4.

Tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
Umur 12 minggu
BB sebelum diinduksi aloksan berkisar antara 200-210 gram

Kondisi sehat

II1.4.2 Kriteria Eksklusi

1.

Tikus yang mengalami abnormalitas (anatomis dan perilaku)
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2. Tikus yang sakit (rambut rontok, kusam dan aktivitas menurun)
3. Berat badan tikus menurun % setelah masa adaptasi di laboratorium
4. Tikus yang mati
36
ITT.4.3 Besar Sampel Penelitian
Besar sampel pada penelitian ini ditentukan melalui rumus Federer dan
hasil perhitungannya adalah rikut ;
(n-1)(t-1)= 15
(n-1)4-1)= 15
4n=19
n=>475
Nilai n dibulatkan menjadi ~ 5
Nilai t : Jumlah perlakuaan yang diberikan saat masa percobaan
Nilai n : Jumlah sampel setiap kelompok perlakuan
Menurut rumus Federer di atas, jumlah sampel adalah 5 atau lebih.
Berdasarkan perhitungan rumus ini, jumlah sampel tikus yang diperlukan 5
kelompok adalah 25 tikus

Untuk antisipasi drop out setiap kelompok kemudian mendapat tambahan

sampel yang disesuaikan dengan rumus berikut :

N =556

Nilai N dibulatkan menjadi N ~ 6
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Keterangan :

N : Besar sampel koreksi
n : Besar sampel awal
f : Perkiraan proporsi drop out 10%

Berdasarkan rumus tersebut diperoleh perhitungan :
Besar sampel yang diperoleh dari setiap kelompok terdiri atas 6 sampel
dengan perlakuan berbeda pada 5 kelompok yaitu kontrol negatif, kelompok

positif dan 3 kelompok perlakuan, sehingga dari jumlah tersebut diperoleh total 30

sampel.
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I11.4.4 Kelompok Sampel
Pembagian kelompok sampel yang dilakukan dalam penelitian adalah sebagai

berikut :

| Kontrol (+)

Kontrol (-)

Perlakuan 1
(Ekstrak daun
asam jawa 75

mg/kgBB)

Sampel
Penelitian

Perlakuan 2
(Ekstrak daun
asam jawa 150

mg/kgBB)

Y

Perlakuan 3
(Ekstrak daun
asam jawa 300

mg/kgBB)

Bagan 3. 3 Kelompok Sampel

IIL.5 Identifikasi variabel penelitian
II1.5.1 Variabel Independen

Variabel independen pada penelitian yaitu perlakuan yang diberikan pada
tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Wistar, yaitu :

1. Kelompok 1 : Tanpa pemberian ekstrak daun asam jawa pada tikus yang

diinduksi aloksan sebagai kontrol positif.
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Kelompok 2 : Tanpa pemberian ekstrak daun asam jawa pada tikus yang

tidak diinduksi aloksan sebagai kontrol negatif.

. Kelompok 3 : Dengan pemberian ekstrak daun asam jawa 75 mg/kgBB

setiap hari pada tikus yang iinduksi aloksan sebagai kelompok perlakuan

1.

. Kelompok 4 : Dengan pemberian ekstrak daun asam jawa 150 mg/kgBB

setiap hari pada tikus yang diinduksi aloksan sebagai kelompok perlakuan

2.

. Kelompok 5 : Dengan pemberian ekstrak daun asam jawa 300 mg/kgBB

setiap hari pada tikus yang diinduksi aloksan sebagai kelompok perlakuan

3.

IIL.5.2 Variabel Dependen

Variabel dependen pada penelitian yaitu motilitas spermatozoa pada tikus

putih jantan (Rattus norvegicus) galur Wistar yang diinduksi aloksan.
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II1.6 Definisi operasional variabel

Tabel 3. 2 Definisi operasional variabel

No Variabel &finisi Alat ukur  Hasil ukur Skala Ukur
1. Pemberian  Daunasam jawa Neraca 1 : Kontrol Rasio
ekstrak daun (Tamarindus (+)
asam jawa indica L) (Pemberian
(Tamarindus dikeringkan dan aloksan)
indica L.) dihaluskan 2 : Kontrol (-
menjadi bubuk ) (Pemberian
yang selanjutnya 09%)
diekstraksi 3 : Perlakuan
dengan metode (Pemberian
maserasi ekstrak daun
menggunakan asam jawa
etanol dosis 75
mg/KgBB)
4 : Perlakuan
2 (Pemberian
ekstrak daun
m jawa
dosis 150
mg/KgBB)
5 : Perlakuan
3 (Pemberian
ekstrak daun
asam jawa
dosis 300
mg/KgBB)
2. Motilitas Gerakan Mikroskop 1 : Normal Rasio
spermatozoa spermatozoa 2 : Abnormal

yang diamati
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dari rerata 5

lapang pandang
pada mikroskop
perbesaran 400x

IIL.7 Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Agustus sampai Desember 2024 dengan
rincian kegiatan berikut :

Tabel 1. 3 Waktu penelitian

No Waktu Kegiatan
1. Januari-Juli 2024 Penyusunan proposal pcnelitian.
5
2. Agustus 2024 Survei lokasi penelitian (Laboratorium

Farmakologi dan Terapi Fakultas Kedokteran
Universitas Padjajaran Bandung, Jawa

Barat).

3. September-Oktober 2024 ~ Melangsungkan percobaan terhadap subjek

selama 40 hari.

4. Oktober-Desember 2024 Melakukan analisis data dan membuat hasil
&rta kesimpulan penelitian tentang pengaruh
ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica
L.) terhadap motilitas sperma tikus putih
(Rattus norvegicus) jantan diabetik yang

diinduksi aloksan

II1.8 Instrumen Penelitian
ITL.8.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian terdiri atas kandang hewan uji
coba ukuran 40 x 25 cm, tempat makanan dan minuman hewan uji coba,

timbangan analitik, spuit 10cc, sonde lambung, papan bedah, alat bedah minor
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untuk pembedahan tikus, cawan petri, pipet (gilson ga88592 ukuran 0.2-2
mikroliter, gilson z57951g ukuran 2-20 mikroliter), object glass dan cover glass,
mikroskop (brightfield microscope primo star-zeiss), counting chamber (neubauer
improved assistant germany), handcounter, alat tulis, laboratory mill, rotary
evavorator, tabung reaksi dan panci.
IT1.8.2 Bahan

Bahan-bahan yang diperlukan terdiri atas tikus putih galur wistar dengan
berat badan +200-210 gram berumur 12 minggu, pakan standar rat bio, ekstrak
?aun asam jawa (Tamarindus indica 1.), aquades, aloksan 500 gram, nacl 0.9%,
handscoon, alkohol 70%, serbuk magnesium 0,1 gram, HCI 1ml, air, amil alkohol
dan CMC 1% 5 gram.
IIL.9 Protokol Penelitian
IT1.9.1 Cara Kerja Penelitian

1. Persiapan tikus (Rattus norvegicus)

Tikus putih jantan berjumlah 30 ekor dilakukan aklimatisasi
selama 7 hari pada lingkungan laboratorium. Tikus hanya diberi
makanan dan minuman selama masa adaptasi. Tikus ditempatkan pada
kandang adaptasi berupa kandang plastik ukuran 40 x 25 cm dengan
penutup kawat besi berlubang.

2. Persiapan pakan

Pakan standar jenis pelet 551 dipersiapkan dengan memiliki
komposisi yang terdiri dari kadar air maksimal 13%, protein 18.5 -
205%, lemak minimal 4%, serat maksimal 6%, abu 8%, kalsium

minimal 0,9% dan fosfor minimal 0,7% . Bahan baku pakan terdiri atas
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jagung, dedak, tepung ikan, bungkil kedelai, bungkil kelapa, tepung
tulang daging, tepung terigu, bungkil kacang tanah, kanola, tepung
daun, vitamin, kalsium, fosfat dan trace mineral. Pakan dicampur
dengan air dan dihaluskan hingga berubah bentuk menjadi
bubur/dedak. Air minum dipersiapkan dalam wadah 500ml yang
disertai sedotan logam. Pakan dan minum diberikan setiap hari

sebanyak satu kali.

. Pembuatan Ekstrak

Daun asam jawa (Tamarindus indica L.) didapatkan dari
perkebunan Universitas Padjajaran Bandung. Daunnya dikeringkan
pada oven da suhu 40°C dan dihaluskan menjadi bubuk halus
menggunakan Laboratory mill. Setiap 100 gram bubuk direndam
dalam etanol 70% 500 ml selama 7 hari dengan pengadukan
konsisten lalu difilter. Hasil filtrasi berupa residu kemudian
diekstraksi lagi dan disaring dengan cara yang sama. Total filtrat
dikumpulkan dan dikondensasikan di suhu 60°C dalam rotary
evaporator. Hasilnya dikeringkan dalam vakum. Dengan cara ini, 6,42
gram ekstrak kering dibuat dari masing-masing 100 gram bubuk
kering daun Tamarindus indica L. Ekstrak dimasukkan ke lemari es
pada suhu -4°C untuk digunakan di tahap selanjutnya (Kuddus et al.,
2020).

Perhitungan dosis ekstrak daun asam jawa untuk tikus putih

galur wistar dengan BB +200 gram berdasarkan pembulatan dan
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doubling dosis dari penelitan terkait sebelumnya yang dilakukan oleh
(Maiti et al ., 2017) sebesar 80 mg/kgBB adalah sebagai berikut :

1. Dosis 75 mg/kgBB

200
To00 % 75 mg =15 mg

2. Dosis 150 mg/kgBB

200

000 < 150 mg =30 mg

3. Dosis 300 mg/kgBB
% X 300 mg = 60 mg
Masing-masing dosis kemudian dilarutkan dengan pelarut
CMC yang dibuat dengan campuran 5g CMC 1% ditambahkan
dengan 500cc aquades.
4. Uji Fitokimia
a. Pengujian flavonoid
Prosedur pengujian fitokimia dimulai dengan 5 gram ekstrak
daun asam jawa ditambahkan air panas berjumlah 100 ml dan
dipanaskan hingga mendidih selama 15 menit. Sampel kemudian
diflitrasi dalam kondisi panas. Filtrat kemudian dimasukkan
sejumlah 10 ml ke tabung reaksi dan dicampur dengan 0,1 gram
serbuk Mg, Iml HCl pekat dan 5 ml amil alkohol. Langkah
selanjutnya adalah larutan dikocok dan dibiarkan hingga terpisah.
Hasil dapat ditentukan dari pembentukan warna coklat, hitam dan

kekuningan yang mengindikasikan keberadaan senyawa golongan

flavonoid.
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b. Pengujian alkaloid
Ekstrak daun asam jawa sebanyak 4 gram dicampurkan
kloroform secukupnya. Langkah selanjutnya adalah pencampuran
10 ml amonia dan dilanjutkan dengan filtrasi. Hasil {flitrasi
ditempatkan pada labu Erlenmeyer dan diberikan 10 tetes HaSO4 2
N. Campuran kemudian dihomogenkan hingga merata dan
didiamkan sampai terbentuk 2 lapisan. Lapisan atas ditempatkan
ke tabung reaksi. Larutan kemudian diuji menggunakan reagen
Dragendorf, Mayer dan Wagner. Jika timbul endapan maka
sampel endapan tersebut memiliki kandungan alkaloid. Reagen
Meyer akan membentuk endapan putih, reagen Wagner
membentuk endapan coklat dan reagen Dragendorff membentuk
endapan jingga.
c. Pengujian saponin
Ekstrak daun asam jawa dihaluskan sebanyak 2 gram dan
dimasukkan ke labu Erlenmayer. Sampel kemudian diberikan
aquades hingga terendam dan dilanjutkan dengan pemanasan.
Pemanasan dilakukan hingga mendidih selama 2-3 menit
kemudian didinginkan. Sampel dikocok dengan kuat hingga
timbul buih stabil yang menunjukkan hasil positif.
d. Pengujian steroid dan triterfenoid
Ekstrak dipindahkan dalam jumlah sedikit ke gbung reaksi
kecil kemudian dihomogenkan dengan sedikit eter. Lapisan eter

diambil kemudian dilakukan penetesan pada plat dan didiamkan
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5.

hingga mengering. Dua tetes asam asetat anhidrat dan satu tetes
asam sulfat pekat kemudian ditambahkan. Warna merah, orange
dan kuning akan terbentuk jika terdapat terpenoid. Warna hijau
akan terbentuk jika terdapat steroid.
e. Pengujian tannin
Ekstrak daun asam jawa berjumlah 20 mg diberikan etanol
hingga terendam. Langkah selanjutnya adalah memasukkan 2 ml
larutan ke dua tabung reaksi berbeda. Larutan FeCl3 1% sebauak
2-3 tetes diberikan ke tabung pertama dan 2-3 tetes larutan gelatin
10% diberikan ke tabung kedua. Tabung yang diberikan FeCl3 1%
menunjukkan hasil positif jika timbul warna hitam kebiruan atau
hijau dan tabung yang diberikan gelatin 10 % menunjukkan hasil
positif jika timbul endapan putih.
Induksi Aloksan
Tikus %ompok kontrol positit (Kelompok 1) dan kelompok
perlakuan 3, 4 dan 5 diberikan injeksi tunggal aloksan monohidrat
secara intraperitoneal. Dosis aloksan yang diinjeksi pada tikus pada
penelitian ini merujuk pada penelitian sebelumnya oleh (Delfita et al.,
2024) yaitu 125 mg/kgBB. Tikus kemudian diinjeksi larutan dextrose
10% selama 24 jam dengan tujuan untuk mencegah resiko
hipoglikemia pada tikus. Tikus dibiarkan selama 72 jam kemudian
dipuasakan selama 4 jam untuk diukur kadar gula darahnya dengan

mengambil darah dari pembuluh vena di ekor tikus (Elgazar, 2019).

49




Tikus tergolong diabetik jika memiliki kadar gula darah di atas 200

mg/dl (Ghasemi et al., 2014).

. Pemberian Ekstrak

Setelah 10 hari persiapan uji coba dan induksi aloksan, subjek
penelitian diberikan perlakuan sesuai dengan pengelompokkannya
pada hari ke-11. Kelompok 1 (kontrol positif) tidak diberikan ekstrak
daun asam jawa. Kelompok 2 (kontrol negatif) tidak diberikan trak
daun asam jawa. Kelompok 3 diberikan ekstrak daun asam jawa
sebanyak 75 mg/kgBB setiap hari. Kelompok 4 diberikan ekstrak daun
asam jawa scbanyak 150 mg/kgBB sctiap hari. Kelompok 5 diberikan
diberikan ekstrak daun asam jawa sebanyak 300 mg/kgBB setiap hari.
Pemberian ekstrak asam jawa diberikan setiap hari selama 35 hari.
Semua kelompok diberi pakan standar dan minum (air) secara ad
libitum setiap hari.

. Pengambilan Sampel Semen

Tikus diterminasi sebelum sampel semen diambil. Terminasi
dilakukan dengan metode injeksi ketamin. Dosis ketamin yang
digunakan sebesar 40-100 mg/kgBB. Ketamin diinjeksi secara
intraperitoneal. Selanjutnya, tikus dibedah dan cauda epididimis
dikeluarkan dari tikus. Epididimis dicacah di cawan petri dan

dicampur dengan NaCl 09% untuk mendapatkan suspeni sperma

tikus jantan.

50




8. Pengamatan dan perhitungan motilitas spermatozoa tikus (Rattus
norvegicus)

Pengamatan dimulai dengan suspensi spermatozoa dilakukan
penetesan ke object glass yang kemudian ditutup oleh cover glass.
Motilitas spermatozoa dikaji dalam area tertentu dengan memilih
bagian bidang atau kisi yang akan diberi skor tergantung pada
konsentrasi sperma. Skor hanya pada baris teratas kisi jika konsentrasi
sperma tinggi jika konsentrasi sperma rendah dilakukan skor seluruh
grid. Persiapan kemudian harus dinilai pada perbesaran total x200
atau x400 yaitu kombinasi objektif x20 atau x40 dengan okuler x10.

Perhitungan dimulai dengan spermatozoa progresif cepat dan
lambat agar tidak memperkirakan jumlah spermatozoa progresif
secara berlebihan. Tujuannya adalah untuk menghitung semua
spermatozoa yang bergerak secara progresif di bagian grid secara
instan. Pada penghitungan kedua, spermatozoa non-progresif dan
imotil yang tetap berada di dalam bagian grid dihitung dengan cara
sebagai berikut :

1. Mengkaji sekitar 200 spermatozoa per ulangan; setiap ulangan adalah
sediaan basah segar yang terpisah.

2. Jika penghitungan 200 spermatozoa dilakukan sebelum semua kategori
motilitas dari satu area dinilai, penghitungan harus dilanjutkan lebih
dari 200 spermatozoa hingga semua kategori telah dihitung, untuk
menghindari bias terhadap kategori motilitas yang diberi skor terlebih

dahulu.
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Perhitungan kategori motilitas spermatozoa berdasarkan acuan WHO

laboratory manual for the examination and processing of human semen 6" edition

berikut :

1.

4.

Progresif cepat yaitu spermatozoa bergerak aktif (secara linier dan
lingkaran besar) dan dapat menempuh jarak dari titik awal hingga titik

akhir paling sedikit 25 pm (atau '> panjang ekor) selama satu detik.

Progresif lambat yaitu crmatozoa bergerak aktif (secara secara linier dan
lingkaran besar) dan dapat menempuh jarak dari titik awal hingga titik
akhir antara hjngga < 25 pm (atan setidaknya satu kepala panjangnya
kurang dari ¥ panjang ekor) selama satu detik.

Non-progresif yaitu spermatozoa dengan pola gerakan ekor aktif lainnya
tanpa perkembangan gerakan lingkaran kecil dan gaya flagela
menggerakkan kepala <pm (satu panjang kepala) dari awal menuju ke

titik akhir.

Immotil — tidak ada gerakan.
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II1.9.2 Alur Penelitian

Bagan 3. 4 Alur Penelitian

Pengambilan daun asam
jawa dan pembuatan

Populasi tikus putih jantan (Rattus norvegicus

v

simplisia Sampel berjumlah 30 ekor yang memenuhi
kriteria inklusi
v ¥
Pembuatan ekstrak daun Tikus dilakukan prosqggadaptasi lingkungan
asam jawa laboratorium selama 7 hari

v

Pembagian kelompok tikus menjadi kelompok kontrol positif, kontrol
negatif, perlakuan 1, perlakuan 2 dan perlakuan 3

L]

Induksi aloksagfalu dibiarkan 72 jam, kemudian dipuasakan selama 4
jam pada tikus kelompok kontrol positif, perlakuan 1, perlakuan 2 dan

perlakuan 3
T
»  Uji fitokimia » Intervensi pada hari ke-11
[

v v v v v
Kontrol (+) Kontrol (-) Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3
Tikus Tikus Tikus Tikus Tikus
diinduksi diberikan gfinduksi giinduksi Efinduksi
aloksan NaCl 0,9% aloksan dan aloksan dan aloksan dan
tanpa tanpa diberikan diberikan diberikan
pemberian pemberian ekstrak daun || ekstrak ekstrak
ekstrak ekstrak asam jawa || daun asam || daun asam
asam jawa asam jawa 75 jawa 150 || jawa 300

mg/KgBB mg/KgBB mg/KgBB

]

v

Terminasi pada hari ke-46

¥

Pembedahan tikus dan mengambil bagian epididimis

L

Pembuatan sediaan dari pencacahan epididimis

v

Pemeriksaan motilitas spermatozoa tikus

v

Analisis pengaruh pemberian ekstrak asam jawa terhadap motilitas

spermatozoa tikus putih jantan (Rattus norvegicus)
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IIL10 Analisis data

II1.10.1 Analisis Univariat

Analisis univariat bertujuan untuk mendeskripsikan setiap variabel dalam
penelitian. Data deskriptif disajikan dalam bentuk statistik, memuat hitungan dan
persentase setiap variabel penelitian yang diuraikan secara naratif dan ditulis
dalam bentuk tabel.
1.10.2 Analisis Bivariat

Analisis bivariat bertujuan untuk menilai ada tidaknya pengaruh antar
variabel penelitian yang pada penelitian ini adalah pengaruh ekstrak daun asam
jawa (Tamarindus indica L.) terhadap motilitas spermatozoa tikus putih jantan
(Rattus norvegicus). Uji normalitas Shapiro-Wilk digunakan untuk memeriksa

apakah data berdistribusi normal. Nilai p > 0,05 berarti data berdistribusi normal.
Selanjutnya dilakukan ujimogcnjtas dengan menggunakan uji Levene. Apabila
data terdistribusi normal dan homogen, dilanjutkan dengan uji One way Anova
untuk mengetahui perbedaan motilitas sperma pada masing-masing kelompok.
Apabila kedua syarat ini tidak terpenuhi, dapat unakan uji nonparametrik
Kruskal-Wallis. Suatu hipotesis dianggap signifikan apabila nilai p<0,05.
Selanjutnya dapat akukan analisis data Post-hoc Bonferonni untuk melihat

perbedaan antar kelompok yang lebih spesifik, namun jika kedua syarat tidak

terpenuhi maka analisis data Post-hoc yang digunakan adalah uji Dunn.
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BAB 4

HASIL DAN PEMBAHASAN

Iv.1 Uji?‘itokimia Ekstrak Daun Asam Jawa (Tamarindus Indica L..)

Ekstrak dilakukan pengujian fitokimia untuk mengetahui kandungan
metabolit sekunder. Ekstrak daun asam jawa dilakukan uji fitokimia dengan
metode kualitatif. Hasil pengujian adalah berikut.

Tabel 2. 4 Uji titokimia

Uji Sampel +/- Keterangan
Alkaloid + Terbentuk endapan kecoklatan
Flavonoid + Kehitaman
Saponin + Terbentuk busa lebih dari 5 detik
Tanin + Terbentuk warna hitam kecoklatan
Fenolik + Terbentuk warna kecoklatan
Gllikosida + Terbentuk warna hitam kecoklatan
Steroid + Terbentuk warna coklat kekuningan
Triterfenoid + Terbentuk warna kuning kecoklatan

Sumber : Data primer, 2024

Pengujian fitokimia pada ekstrak diperoleh melalui metode ekstraksi
menggunakan pelarut etanol 70%. Pengujian menunjukkan daun asam jawa
memiliki kandungan alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, fenolik, glikosida, steroid
dan triterfenoid. Penelitian yang dilakukan Krishnaveni dkk tahun 2015
menunjukkan hasil uji fitokima daun asam jawa yang serupa yaitu mengandung
flavonoid dengan pelarut air (Krishnaveni et al., 2015).

Tanaman asam jawa memiliki kandungan metabolit sekunder dan senyawa
bioaktif yang lebih bervariasi. Hal ini ditunjukkan melalui telaah pustaka yang

dilakukan oleh Sookying dkk tahun 2022 menemukan berbagai literatur mengenai
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hasil ekstraksi tanaman asam jawa antara lain memiliki kandungan flavonoid,
saponin, tanin dan senyawa fenolik. Pelarut yang digunakan umumnya
menggunakan etanol, metanol dan air (Sookying et al., 2022).
IV.2 Kadar Glukosa Darah Tikus (Raftus norvegicus) Pre-Post Induksi
Aloksan

Kadar gula darah tikus diukur menggunakan glukometer dengan
pengambilan darah pada bagian ujung ekor tikus. Pengukuran dilakukan sebelum
dan sesudah induksi aloksan untuk mengetahui apakah tikus sudah tergolong
diabetik sehingga tikus termasuk dalam kategori inklusi penelitian. Tikus

47

tergolong diabetik jika memiliki kadar gula darah di atas 200 mg/dl (Ghasemi et

al., 2014). Berikut merupakan hasil pengukuran gula darah tikus selama

penelitian.
Tabel 4. 5 Kadar glukosa darah tikus
Sampel Gula Darah pre-Induksi Gula Darah post-
Aloksan Induksi Aloksan
(mg/dl) (mgy/dl)
Kontrol (+) 1 92 225
(Aloksan 125 2 118 203
mg/kgBB) 3 57 219
4 105 220
5 88 316
6 89 285
P1 1 86 306
(Aloksan + Ekstrak 2 99 219
75 mg/kgBB) 3 99 198
4 79 273
5 110 263
6 79 255
P2 1 133 201
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(Aloksan + Ekstrak 2 109 208
150 mg/kgBB) 3 91 225
4 112 316
5 117 238
6 107 383
P3 1 91 386
(Aloksan + Ekstrak 2 109 399
300 mg/kgBB) 3 101 408
4 86 283
5 112 264
6 104 306
Sumber : Data Primer, 2024

IV.3 Hasil Analisis Univariat

Analisis univariat bertujuan untuk menjelaskan variabel-variabel pada
penelitian. Variabel independen pada penelitian ini yaitu ekstrak daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) Variabel dependen pada penelitian ini yaitu motilitas
spermatozoa tikus putih (Rattus novergicus).

Ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L.) terdiri dari 3 dosis
perlakuan yaitu rlakuan 1 dengan dosis 75mg/kgBB, perlakuan 2 dengan dosis
150mg/kgBB dan perlakuan 3 dengan dosis 300mg/kgBB. Tikus putih (Rattus
norvegicus) berjumlah 25 tikus ditambah dropout sebanyak 5 %s sehingga total
jumlah tikus adalah 30 ekor. Subjek terbagi menjadi 5 ompok yaitu kelompok
kontrol (+), kontrol (-), perlakuan 1, perlakuan 2 dan perlakuan 3. Masing-masing
kelompok terdiri dari 6 tikus. Pada hari ke-24, terdapat 1 ekor tikus yang mati di

kelompok kontrol (+) dan tikus yang sakit di kelompok perlakuan 1. Kedua tikus

tersebut kemudian dimasukkna ke dalam kategori eksklusi.
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IV 3.1 Motilitas Spermatozoa

Pemeriksaan mikroskop menggunakan perbesaran total x400 yaitu

kombinasi objektif x40 dengan okuler x10. Motilitas sperma dikategorikan

berdasarkan grade motilitas sperma WHO laboratory manual for the examination

and processing of human semen 6" edition tahun 2021 yang terdiri dari grade

berikut.

Progresif cepat yaitu spermatozoa bergerak aktif (secara linier dan
lingkaran besar) dan dapat menempubh jarak dari titik awal hingga titik

11
akhir paling sedikit 25 pm (atau % panjang ekor) selama satu detik.

Progresif lambat yaitu ermatozoa bergerak aktif (secara secara linier
dan lingkaran besar) dan dapat menempuh jarak dari titik awal hingga
titik akhir antara hingga < 25 pym (atau setidaknya satu kepala
panjangnya kurang dari % panjang ekor) selama satu detik.
Non-progresif yaitu spermatozoa dengan pola gerakan ekor aktif
lainnya tanpa perkembangan gerakan lingkaran kecil dan gaya flagela
menggerakkan kepala <pm (satu panjang kepala) dari awal menuju
ke titik akhir.

Immotil - tidak ada gerakan.
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Tabel 4. 6 Motilitas spermatozoa

Kelompok Ulangan @®) Klasifikasi @+ )+ Klasifikasi
e N Yo
2 99 49 5% Normal 192 96% Normal
3 162 81% Normal 195 97 5% Normal
Kontrol (-) 4 189 94 5% Normal 200 100% Normal
5 200 100% Normal 200 100% Normal
6 200 100% Normal 200 100% Normal
1 89 44 5% Normal 161 80.5% Normal
2 20 10% Abnormal 72 36% Abnormal
Kontrol
4 0 0% Abnormal 41 20.5% Abnormal
) 5 11 5.5% Abnormal 29 14.5% Abnormal
6 21 10.,5% Abnormal 51 25.5% Abnormal
1 o7 48.5% Normal 200 100% Normal
2 102 51% Normal 182 91% Normal
Perlakuan
4 108 54% Normal 197 08.5% Normal
! 5 114 57% Normal 182 91% Normal
6 71 355% Normal 190 05% Normal
1 42 21% Abnormal 73 36.5% Abnormal
2 101 50,5% Normal 153 76.5% Normal
Perlakuan 3 182 91% Normal 194 97% Normal
2 4 110 55% Normal 200 100% Normal
5 162 819 Normal 192 969 Normal
6 89 44 5% Normal 200 100% Normal
1 121 60.,5% Normal 200 100% Normal
2 68 34% Normal 200 100% Normal
Perlakuan 3 121 60.,5% Normal 182 91% Normal
3 4 49 24 5% Abnormal 70 35% Abnormal
5 34 17% Abnormal 46 23% Abnormal
6 39 19.5% Abnormal 58 29% Abnormal
Keterangan :

(a) : Progresif cepat; (b) : Progresif lambat; (c) : Non-progresif; N : Frekuensi; % :

Persentase

Sumber : Data primer, 2024
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Tabel 4.7 Rerata motilitas spermatozoa

Rerata Motilitas Rerata Total Motilitas Sperma

Kelompok

Progesif (a+b) (a+b+c)
Kontrol (-) 85% 98.7%
Kontrol (+) 14.1% 35%
Perlakuan 1 49% 95.1%
Perlakuan 2 57.17% 84.33%
Perlakuan 3 40% 63%

Sumber : Data primer, 2024
IV 3.2 Kelompok Kontrol Negatif

Hasil perhitungan motilitas sperma da kelompok kontrol negatif yaitu
kelompok tikus yang hanya diberikan pakan normal tanpa induksi aloksan dan

perlakuan adalah berikut.

Tabel 4. 8 Kelompok kontrol negatif

Total Motilitas Sperma Frekuensi Persentase
Normal E 100%
Abnormal 0 0%
Total 5 100%

Sumber : Data primer, 2024

Hasil perhitungan spermatozoa pada kelompok kontrol negatif diperoleh
hasil yaitu 6 tikus di kelompok kontrol negatif memiliki motilitas sperma normal
dan tidak menunjukkan motilitas abnormal.
IV.3.3 Kelompok Kontrol Positif

Hasil perhitungan motilitas sperma pada kelompok kontrol positif yaitu

kelompok tikus yang diinduksi aloksan tanpa diberikan perlakuan adalah berikut.
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Tabel 4. 9 Kelompok kontrol positif

Total Motilitas Sperma Frekuensi Persentase
Normal b 20%
Abnormal 4 80%
Total 5 100%

Sumber : Data primer, 2024

Hasil perhitungan spermatozoa pada kelompok kontrol positif diperoleh
hasil yaitu 1 tikus di kelompok kontrol positf memiliki motilitas sperma normal
dan 4 tikus menunjukkan motilitas abnormal.
IV.3.4 Kelompok Perlakuan 1

Hasil perhitungan motilitas sperma pada kelompok perlakuan 1 yaitu

kelompok tikus yang diberikan pemberikan ekstrak daun asam jawa dengan dosis

75 mg/kgBB adalah sebagai berikut.

Tabel 4. 10 Kelompok perlakuan 1

Total Motilitas Sperma Frekuensi Persentase
Normal h 100%
Abnormal 0 0%
Total 5 100%

Sumber : Data primer, 2024

Hasil perhitungan spermatozoa pada kelompok perlakuan 1 diperoleh hasil
yaitu 5 tikus memiliki motilitas sperma normal dan tidak menunjukkan motilitas
abnormal.
IV 3.5 Kelompok Perlakuan 2

Hasil perhitungan motilitas sperma pada kelompok perlakuan 2 yaitu

kelompok tikus yang diberikan pemberikan ekstrak daun asam jawa dengan dosis

150 mg/kgBB adalah sebagai berikut.
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Tabel 4. 11 Kelompok perlakuan 2

Total Motilitas Sperma Frekuensi Persentase
Normal h 83.3%
Abnormal 1 16.7%
Total 6 100%

Sumber : Data primer, 2024

Hasil perhitungan spermatozoa pada kelompok perlakuan 2 diperoleh hasil
yaitu 5 tikus memiliki motilitas sperma normal dan 1 tikus menunjukkan motilitas
abnormal.
IV.3.6 Kelompok Perlakuan 3

Hasil perhitungan motilitas sperma pada kelompok perlakuan 3 yaitu
kelompok tikus yang diberikan pemberikan ekstrak daun asam jawa dengan dosis
300 mg/kgBB adalah sebagai berikut.

Tabel 4. 12 Kelompok perlakuan 3

Total Motilitas Sperma Frekuensi Persentase
Normal é 50%
Abnormal 3 50%
Total 6 100%

Sumber : Data primer, 2024

Hasil perhitungan spermatozoa pada kelompok perlakuan 3 diperoleh hasil
yaitu 3 tikus memiliki motilitas sperma normal dan 3 tikus menunjukkan motilitas
abnormal.
IV.4 Hasil Analisis Bivariat

Analisis data pada penelitian ini memakai analisis statistik One Way
Anova. Ketentuan yang wajib dipenuhi adalah data terdistribusi normal dan

homogen. Oleh sebab itu, data diuji menggunakan uji homogenitas dan uji

normalitas terlebih dahulu.
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IV 4.1 Uji Normalitas

Uji normalitas digunakan untuk menganalisis data penelitian berdistribusi
normal atau tidak. Uji ini dapat diujikan menggunakan uji Shapiro-Wilk. Nilai
hasil pengujian harus bernilai p>0,05 untuk dinyatakan terdistribusi normal.
Berikut adalah hasil uji normalitas.

Tabel 4. 13 Uji normalitas

elompok Uji Saphiro-Wilk (Sig.)

Kontrol negatif 046

Kontrol positif 101
Perlakuan 1 298
Perlakuan 2 010
Perlakuan 3 041

Sumber : Data primer, 2024
Hasil uji normalitas data menggunakan uji Shapiro-wilk diperoleh nilai

signifikansi untuk kelompok kontrol negatif, perlakuan 2 dan perlakuan 3 sebesar

(p)<0,05. Sedangkan untuk kelompok kontrol positif dan perlakuan 1 diperoleh
nilai signifikansi (p) >0,05. Maka dapat dibuat simpulan bahwa data tidak
terdistribusi normal.
IVA.? Uji Homogenitas

Uji homogenitas adalah uji stastistik yang befungsi untuk menentukan
apakah dua atau lebih kelompok penelitian berasal dari populasi dengan varian
yang sama. Pada penelitian ini, uji Levene digunakan untuk menguji homogenitas
varians beberapa kelompok data dengan jumlah >2 kelompok. Data dianggap

homogen jika memiliki nilai (p) > 0,05. Hasil uji homogenitas adalah berikut.
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Tabel 4. 14 Uji homogenitas

Levene Test (Sig.)
Persentase Motilitas Spermatozoa

000

Sumber : Data Primer, 2024

Berdasarkan hasil pengujian diperoleh nilai signifikansi (p) < 0,05 maka
dapat dibuat simpulan bahwa data tidak homogen.
IV.3 Uji One Way Anova

Uji One Way Anova digunakan untuk analisis komparatif kelompok >2
tidak berpasangan. Uji ini memerlukan persyaratan yang harus dipenuhi yaitu data
terdistribusi normal dan homogen. Hasil pengujian untuk penelitian menunjukkan
a tidak terdistribusi normal dan tidak homogen. Oleh karena itu, uji analisis
data yang akan digunakan adalah uji non-parametrik Kruskal-Wallis
IV 4.4 Uji Kruskal-Wallis

Uji Kruskal-Wallis digunakan untuk analisis komparatif kelompok >2

tidak berpasangan. Uji ini dilakukan karena data tidak memenuhi persyaratan i.jl
One Way Anova yaitu data terdistribusi normal dan homogen. Hipotesis HO

adalah jika tidak terdapat perbedaan antara kelompok dengan nilai signifikansi

p>0.05 dan Hipotesis H1 adalah jika terdapat perbedaan antara kelompok dengan

nilai signifkansi p<0.05. Pada penelitian ini hipotesis yang digunakan adalah

berikut.
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a. HO: Tidak terdapat pengaruh pemberian ekstrak daun asam jawa

(Tamarindus indica L.) terhadap motilitas sperma tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan diabetik.

b. H1: Terdapat pengaruh pemberian ekstrak daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) terhadap motilitas sperma tikus putih (Rattus

norvegicus) jantan diabetik.

Tabel 4. 15 Uji Kruskal-Wallis

Sig.
Persentase Motilitas Spermatozoa g

019

Sumber : Data Primer, 2024

Berdasarkan pengujian, didapat nilai signifikansi sebesar 0,019 yang
termasuk sebagai H1 diterima (p<0,05). Oleh karena itu, dapat dibuat simpulan
terdapat pengaruh strak daun asam jawa (Tamarindus indica L.) terhadap
motilitas spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) jantan diabetik.
V45 ji Post-hoc

Uji Post-hoc merupakan pengujian lanjutan untuk mengetahui mana nilai
mean yang sama dan mana yang nilai meannya tidak sama pada pengujian

homogenitas yang mana beberapa nilai mean hasil menolak HO dan menerima H1.

a
perbedaan antar kelompok ditunjukkan jika nilai signifikansi (p-value) < 0,05.
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Tabel 4. 16 Uji post-hoc

Kelompok Keluok Pembanding Uji Post-Hoc (Sig.)
Kontrol Positif 001
Perlakuan 1 342
Kontrol Negatif
Perlakuan 2 320
lakuan 3 069
Perlakuan 1 022
Kontrol Positif Perlakuan 2 017
Perlakuan 3 120
Perlakuan 2 997
Perlakuan 1
Perlakuan 3 407
Perlakuan 2 Perlakuan 3 386

Sumber : Data Primer, 2024
Hasil pengujian Post-Hoc diperoleh perbandingan sebagai berikut.
a. Perbandingan kelompok kontrol negatif dengan kelompok kontrol
positif mempunyai nilai signifkansi (p) <0,05
b. Perbandingan kelompok kontrol positif dengan kelompok perlakuan?
dan perlakuan 2 mempunyai nilai signifikansi (p) < 0,05
Berdasarkan perbandingan ini maka dapat dibuat kesimpulan yaitu ada
perbedaan signifikan antara ornpok kontrol negatif yaitu kelompok tikus
normal yang tidak diinduksi aloksan dengan kelompok kontrol positif yaitu
kelompok tikus yang diinduksi aloksan (tikus diabetik). Selain itu, rdapat
perbedaan signifikan antara kelompok kontrol positif (tikus diabetik) dengan
kelompok perlakuan 1 yaitu kelompok yang dilakukan pemberian dosis 75
?gfkgBB ekstrak dan kelompok perlakuan 2 yaitu kelompok yang dilakukan

pemberian dosis 150 mg/kgBB ekstrak. Ekstrak dengan dosis 75 mg/kgBB
(Perlakuan 1) dan dosis 150 mg/kgBB (Perlakuan 2) mempengaruhi motilitas

spermatozoa tikus putih (Rattus norvegicus) jantan diabetik.
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IV.5 Pembahasan
IV.5.1 Motilitas Sperma Kelompok Kontrol Negatif

Penelitian pada kelompok kontrol negatif diperoleh hasil rerata persentase
total motilitas sperma sebesar 98,7% dan rerata persentase motilitas progresif
sebesar 85%. Berdasarkan panduan HO laboratory manual for the examination
and processing of human semen 6" edition tahun 2021 maka kategori rerata
persentase total motilitas sperma dan rerata motilitas progresif kelompok kontrol
negatif tergolong normal yang mana batas normal total motilitas sperma adalah
429% dan batas normal motilitas progresif adalah 30%.

Kelompok kontrol negatif pada penelitian ini adalah kelompok tikus yang
hanya diberikan pakan normal tanpa diberikan induksi aloksan dan pemberian
ekstrak daun asam jawa. Pakan yang diberikan pada kelompok kontrol negatif
adalah pelet tipe 551 ngan komposisi yaitu kadar air maksimal 13%, protein
18,5 - 20,5%, lemak minimal 4%, serat maksimal 6%, abu 8%, kalsium minimal
09% dan fosfor minimal 0,7%. Bahan baku pakan terdiri atas gung, dedak,
tepung ikan, bungkil kedelai, bungkil kelapa, tepung tulang daging, tepung terigu,
bungkil kacang tanah, kanola, tepung daun, vitamin, kalsium, fosfat dan trace
mineral. Kelompok ini berperan sebagai pembanding untuk ompok kontrol
positif (tikus diabetik) dan kelompok perlakuan yang menunjukkan tikus dengan
metabolisme normal atau tikus sehat.

Hasil perhitungan persentase total motilitas sperma yang normal pada

tikus dengan kondisi metabolisme normal pada penelitian sesuai dengan

penelitian yang dilakukan oleh Maiti dkk tahun 2017, yang mana kelompok
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mencit normal (non-diabetik) pada 28 hari penelitian dan menunjukkan persentase
motilitas yang normal.
IV.5.2 Motilitas Sperma Kelompok Kontrol Positif

Penelitian pada kelompok kontrol positif diperoleh hasil rerata persentase
total motilitas sperma sebesar 35% dan rerata persentase motilitas progresif
sebesar 14,1%. Berdasarkan panduan HO laboratory manual for the
examination and processing of human semen 6™ edition 2021 maka kategori rerata
persentase total motilitas sperma dan rerata motilitas progresif kelompok kontrol
positif tergolong abnormal yang mana batas normal total motilitas sperma adalah
42% dan batas normal motilitas progresif adalah 30%.

Kelompok kontrol positif pada penelitian adalah kelompok tikus yang
diberikan induksi aloksan melalui injeksi peritoneal. Aloksan merupakan opsi
g banyak digunakan dalam penelitian untuk menginduksi kondisi diabetik
pada hewan laboratorium. Hal tersebut disebabkan oleh tindakannya yang relatif
cepat dan jangka panjang dalam menaikkan kadar gula darah dalam jangka waktu
2 hingga 3 hari dengan waktu sama serta kondisi serupa pada manusia (Prambudi
et al., 2022). Aloksan menginduksi kondisi diabetik dengan 2 metode yakni
inhibisi sekresi insulin melalui penghambatan aktivitas glukokinase. Metode lain
adalah dengan menginduksi pembentukan reactive oxygen species (ROS).
Mekanisme glukokinase bekerja dengan cara adanya pengikatan gugus thiol
sehingga glukokinase yang terhambat menyebabkan oksidase glukosa menurun
yang mana mengakibatkan berkurangnya produksi ATP dan insulin (Hasim et al_,

2020). Peningkatan ROS mengakibatkan terjadinya kerusakan pada struktur DNA

sel B pankreas sehingga dapat berpengaruh negatif pada kerja sel § pankreas dan
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terjadinya nekrosis sel. Hal ini mengakibatkan hilangnya kemampuan produksi
insulin (Sindi et al., 2022).

Induksi aloksan pada kelompok kontrol positift menyebabkan kondisi
diabetik pada tikus. Kondisi hiperglikemia pada diabetes dapat menyebabkan
terjadinya proses glikasi dan memicu pembentukan Advanced Glycation End-
products (AGE). AGE dan proses autooksidasi glukosa dapat memicu
peningkatan Reactive Oxygen Species (Singh et al., 2014). AGEs berinteraksi
dengan reseptor RAGE sehingga mengakibatkan peningkatan produksi ROS oleh
NADPH oksidase dan enzim mitokondria, sehingga meningkatkan aktivitas enzim
antioksidan. ROS menginduksi kaskade pensinyalan seperti RAS/MEK/ERK,
IP3K/AKT dan p38MAPK yang mengakibatkan aktivasi NF-kB yang mengarah
ke aktivasi protein NLRP-3 dan produksi beberapa sitokin, kemokin dan faktor
proinflamasi lainnya, sehingga meningkatkan inflamasi, apoptosis dan proliferasi
sel. Peningkatan produksi superoksida (Oz’) dan nitrit oksida (NO) yang dimediasi
AGE serta regulasi iNOS oleh NF-xB berakibat peningkatan produksi ONOO-,
yang menginaktivasi protein seperti tioredoksin menghambat fungsi anti-
apoptosis dan antioksidannya (Cepas et al., 2020).

Tikus dengan kadar ROS tinggi sebagaimana yang terjadi pada kelompok
kontrol positif menunjukkan persentase total motilitas sperma yang abnormal. Hal
ini disebabkan karena pada kadar ROS yang tinggi dapat mendorong terjadinya
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid mengakibatkan hampir 60% asam lemak
membran hilang, fluiditas menurun, permeabilitas nonspesifik membran terhadap
ion meningkat dan kerja reseptor dan enzim membran juga terhambat (Opuwari

& Henkel, 2016). Hal ini menyebabkan penghabisan ATP dan gangguan
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pergerakan flagela. Gangguan fungsi flagela mengakibatkan terganggunya
motilitas sel sperma (Agarwal et al., 2017). Selain itu, peningkatan ROS
menyebabkan efek negatif pada DNA inti sperma terlihat dari peningkatan
fragmentasi DNA, ikatan silang kromatin, modifikasi pasangan basa (bp) dan
mikrodelesi kromosom. ROS juga terlibat dalam penurunan motilitas sperma
dengan menghambat produksi energi melalui mutasi yang diakibatkan peroksidasi
lipid pada DNA mitokondria (mtDNA) (Agarwal et al., 2014).

Proses awal peroksidasi lipid dimulai dengan aliklik hidrogen yang
diabstraksi prooksidan ROS seperti radikal hidroksil (sHO) sehingga akan
terbentuk radikal lipid berpusat karbon (Le). Proses selanjutnya adalah
pembentukan radikal peroksida lipid (LOO+) yang berasal dari reaksi cepat antara
radikal lipid (L+) dengan oksigen sehingga mengakibatkan molekul lipid lainya
mengalami abstraksi hidrogen. Reaksi ini terus-menerus terjadi membentuk reaksi
rantai yang hanya akan berhenti jika zat antioksidan mendonorkan atom hidrogen
ke radikal peroksida lipid (LOO+) dan membentuk produk non-radikal (Ayala et
al., 2014).

Hasil perhitungan persentase total motilitas sperma yang abnormal pada
tikus dengan kondisi diabetik pada penelitian sesuai dengan penelitian yang
dilakukan Maiti dkk tahun 2017, yang mana STZ diinjeksikan secara
intramuskular pada mencit sebagai kontrol positif pada 28 hari penelitian dan
menunjukkan persentase motilitas yang lebih rendah dibandingkan kelompok

kontrol negatif (mencit normal).
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IV 5.3 Motilitas Sperma Kelompok Perlakuan

Hasil perhitungan motilitas spermatozoa pada kelompok perlakuan adalah
berikut.

1. Kelompok perlakuan 1 diperoleh hasil rerata persentase total motilitas
sperma sebesar 95,1% dan rerata persentase motilitas progresif
sebesar 49%.

2. Kelompok perlakuan 2 diperoleh hasil rerata persentase total motilitas
sperma sebesar 84.33% dan rerata persentase motilitas progresif
sebesar 57,17%.

3. Kelompok perlakuan 3 diperoleh hasil rerata persentase total motilitas
sperma sebesar 63% dan rerata persentase motilitas progresif sebesar
40%.

Berdasarkan panduan WHO laboratory manual for the examination and
processing of human semen 6" edition tahun 2021, batas normal total motilitas
sperma adalah 42% dan batas normal motilitas progresif adalah 30% sehingga
kategori rerata persentase total motilitas sperma dan rerata motilitas progresif
kelompok perlakuan 1-3 adalah normal dengan persentase tertinggi pada
g:lompok perlakuan 1 dan persentase terendah adalah kelompok perlakuan 3.

Persentase motilitas sperma pada kelompok perlakuan menunjukkan nilai
yang lebih baik dibanding kelompok kontrol positif yaitu kelompok tikus diabetik
tanpa diberikan ekstrak daun asam jawa. Kondisi diabetik dapat meningkatkan
kadar ROS pada tubuh sebagaimana hasil dari penelitian Singh dkk tahun 2014.

Kadar ROS tinggi pada tikus yang diinduksi aloksan (tikus diabetik) dapat

menurunkan persentase motilitas sperma sebagaimana yang terjadi pada
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kelompok kontrol positif dan penelitian yang dilakuan Maiti dkk tahun 2017.
Terjadi perbaikan gangguan fungsi motilitas sperma pada tikus diabetik kelompok
perlakuan 1.2 dan 3 pasca pemberian ekstrak daun asam jawa.

Literature review mengenai kandungan antioksidan daun asam jawa
(Tamarindus indica L) yang dilakukan oleh Sookying dkk tahun 2022
menunjukkan un asam jawa (Tamarindus indica L) memiliki zat antioksidan
pada senyawa polifenol yang pada daun ini adalah zat flavonoid yang signifikan.
Flavonoid pada daun dan buah asam jawa diketahui berkisar antara 880+609,45
hingga 11483,11+2559 .67 mgCE/100 gram berat kering. sl?rak daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) memiliki sifat antiradikal bebas yang lebih tinggi daripada
bagian buah (Mbunde et al., 2018). Kemampuan ini telah diuji pada beberapa
pengujian di penelitian berikut.

1. Penangkalan Radikal DPPH

Uji penangkal radikal DPPH merupakan uji antioksidan penangkal radikal
bebas. Prinsip metode ini adalah reaksi antara antioksidan dan radikal organik.
Uji ini dapat diterapkan untuk analisis kuantitatif sampel biologis yang
kompleks (Sadeer et al., 2020). Kapasitas penangkalan radikal DPPH dari daun
Tamarindus indica L. dianalisis menggunakan aseton, metanol, air dan etanol
untuk mengekstraksi daun asam jawa yang dikeringkan oleh udara. Ekstrak
metanol yang didapatkan dari ekstraksi perkolasi dingin menunjukkan
kapasitas penangkalan sebesar 28,6-91 4% dengan cara yang bergantung pada
konsentrasi (50-500¢ g/ml) (Kumar et al., 2017). Ekstrak air yang dimaserasi

menunjukkan kapasitas antioksidan yang setara dengan asam askorbat 3600

mg/g ekstrak (Ouédraogo et al., 2020).
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2. Penangkalan Radikal ABTS*

Uji penangkal radikal ABTS* adalah uji antioksidan penangkal radikal
bebas yang memiliki dasar pada prinsip yang serupa dengan uji penangkal
DPPH. Uji ini dapat memberikan hasil yang dapat direproduksi dan faktor
regresi (R) >0.8 dengan senyawa bioaktif (fenol, flavonoid) (Sadeer et al.,
2020). Ekstrak metanol yang diperoleh dari maserasi menunjukkan kapasitas
antioksidan yang mendekati kapasitas antioksidan senyawa standar rutin,
sedangkan ekstrak etil asetat dan heksana memiliki kapasitas yang lebih rendah
(masing-masing 0.7 dan 0.5 mmol TE/g berat kering). Kapasitas penangkapan
radikal ABTS* menggunakan ekstrak air adalah 7067.6 ymol AAE/g ekstrak
(Ouédraogo et al., 2020).

3. Penangkalan Radikal Superoksida

Uji penangkal radikal superoksida adalah penilaian kemampuan
antioksidan untuk mencegah pembentukan radikal superoksida. Kapasitas
penangkal radikal superoksida dari ekstrak metanol, etil asetat dan heksana dari
daun kering T. Indica menunjukkan bahwa kapasitas penangkal radikal ekstrak
metanol lebih baik daripada ekstrak etil asetat dan heksana (masing-masing
4,6,4.5. 4,0 mmol TE/g berat kering). Ekstrak metanol menunjukkan kapasitas
penangkalan sebesar 31,9% pada 1000 pg/ml (Sookying et al., 2022)

4. Penangkalan Radikal Hidroksil

Radikal hidroksil merupakan spesies oksigen reaktif (ROS) yang paling
berbahaya dalam tubuh manusia. Radikal ini dapat menyebabkan kerusakan
sel, apoptosis sel dan mutasi sel dengan bereaksi dengan gugus asam lemak tak

jenuh ganda. Uji penangkal radikal hidroksil telah dikembangkan untuk
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menentukan peroksidasi lipid dalam sel dan jaringan oleh radikal hidroksil
(Sadeer et al., 2020). Ekstrak air daun yang dikeringkan dengan udara yang
diperoleh dari maserasi dan ekstraksi panas menunjukkan nilai ICso. Kapasitas
penangkal radikal hidroksil adalah sebesar 79,2 dan 346.6u g/ml (Sookying et
al.,2022).
5. Penangkalan Radikal Nitrit Oksida

Radikal nitrit oksida ditemukan dalam sel endotel vaskular. Radikal
tersebut dihasilkan dari asam amino, L-arginin. Radikal nitrit oksida
memainkan peran penting dalam tubuh manusia dan jumlah radikal nitrit
oksida yang berlebihan dapat menyebabkan beberapa komplikasi keschatan.
Uji penangkal radikal oksida nitrat dikembangkan untuk menentukan
kemampuan antioksidan dalam menangkal radikal nitrit oksida (Sadeer et al.,
2020).Ekstrak daun asam jawa menunjukkan nilai pada kisaran 1,1-70 mg
ekuivalen quercetin (QE)/g ekstrak (Krishnaveni et al., 2015).
6. Penangkalan Radikal Hidrogen peroksida

Hidrogen peroksida merupakan metabolit oksigen utama yang dihasilkan
secara in vivo oleh fagosit dan enzim oksidase. Kapasitas penagkalan H20:
dari antioksidan dinilai berdasarkan sistem peroksidase (Sadeer et al., 2020).
Kapasitas penangkalan H20: dari ekstrak daun Tamarindus indica
menunjukkan nilai sebesar 2,1-4,1% pada dosis 10 mg daun segar
(Krishnaveni et al., 2015).

Flavonoid bekerja dengan beberapa cara dalam melakukan aktivitas

penguraian ROS. Salah satu mekanisme yang dilakukan flavonoid pada daun

asam jawa adalah dengan cara melakukan donor atom hidrogen kepada radikal
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bebas/ROS (Hassanpour & Doroudi, 2023). Mekanisme donor atom hidrogen
secara langsung kepada molekul ROS seperti OH™, H202, O2" dan NO akan
menetralisir kemampuan molekul-molekul tersebut dalam mengabstraksi molekul
seluler tubuh (Ulusoy & Sanlier, 2020). Hal ini dapat mencegah kerusakan seluler
yang lebih lanjut seperti peroksidasi lipid. Kejadian reaksi rantai pada peroksidasi
lipid yang rentan terjadi pada membran sel spermatozoa dapat dihentikan
kerusakannya dengan cara yaitu antioksidan dapat mendonorkan atom hidrogen
ke radikal peroksida lipid (LOO+) dan membentuk produk non-radikal (Ayala et
al., 2014).

Penelitian lain menunjukkan beberapa mekanisme lain dari flavonoid
dalam mencegah kerusakan seluler akibat ROS. Flavonoid dapat menghambat
kerja enzim yang terlibat dalam pembentukan ROS. Mekanisme lain dari
flavonoid yaitu melalui cara menaikkan kadar enzim antioksidan diantara
termasuk SOD dan (CAT). Kandungan flavonoid pada esktrak daun asam jawa
yang bersifat antioksidan diketahui mampu menghambat interaksi protein KEAP1
dan NRF2 sehingga dapat menyebabkan degradasi protein KEAPI1, peningkatan
translokasi nuklear NRF2, peningkatan aktivitas binding NRF2 dan meningkatkan
binding NRF2 tehadap elemen respons antioksidan (ARE) (Hasan et al., 2022).

Pada penelitian ini efek perbaikan ROS oleh senyawa flavonoid pada tikus
diabetik dapat diamati dari persentase total motilitas sperma (grade at+b+c)
menunjukkan nilai lebih tinggi atau lebih baik dibanding kelompok kontrol
positif. Uji post-Hoc yang dilakukan diperoleh hasil yaitu ompok perlakuan 1
dan kelompok perlakuan 2 menunjukkan persentase total motilitas sperma yang

W
berbeda signifikan dibanding kelompok kontrol positif sedangkan perlakuan 3
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menunjukkan persentase total motilitas sperma yang tidak berbeda signifikan
dibanding kelompok kontrol positif. Persentase motilitas juga menunjukkan hasil
yang lebih tinggi di kelompok perlakuan 1 dibanding kelompok perlakuan 2. Hal
ini berpotensi disebabkan oleh kemampuan penguraian ROS flavonoid pada
ekstrak dengan dosis yang lebih tinggi dari kelompok perlakuan 1 (75 mg/kgBB)
yaitu dosis 150 mg/kgBB dan 300 mg/kgBB mengurangi secara berlebihan kadar
ROS fisiologis normal tubuh tikus yang diperlukan untuk pematangan
kemampuan motilitas spermatozoa tikus. Hal ini mengakibatkan penurunan
persentase total motilitas sperma pada kelompok perlakuan 2 dan 3 secara
progresif.

Penelitian yang dilakukan oleh Homa dkk tahun 2015 menunjukkan kadar
normal ROS semen sebesar <24,1 RLU/detik/10° sperma. ROS pada kadar
normal berperan positif pada beberapa proses fisiologis tubuh seperti pematangan
sperma (Dutta et al., 2019). Ketidakseimbangan antara antioksidan dan oksidan
yang terganggu dapat menyebabkan radikal bebas terakumulasi dan menyebabkan
kerusakan signifikan pada makromolekul seperti asam nukleat, protein dan lipid
(Phaniendra et al., 2015).

ROS memiliki karakteristik ukuran molekuler yang kecil, beredar di
berbagai tempat di tubuh dan paruh waktu hidup pendek pada kadar normal ataun
fisiologis berperan membantu fungsi sperma pada berbagai fase fisiologis seperti
pematangan, kapasitasi dan reaksi akrosom. Mekanisme yang bekerja adalah
melalui regulasi redoks residu sistein. Aktivitas enzim diinduksi dan diatur oleh
keadaan redoks gugus tiol. ROS mengaktifkan adenilat siklase, yang menginduksi

produksi siklik adenosin monofostat (CAMP) di dalam sel, yang pada gilirannya
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mengaktifkan molekul protein kinase A (PKA) (Dutta et al., 2019). PKA berperan
penting dalam proses aktivasi persinyalan motilitas sperma pada pematangan
sperma (Gervasi & Visconti, 2017). PKA juga mampu melakukan fosforilasi
residu serin, tirosin dan dapat mengaktivasi protein tirosin kinase (PTKs).
Akibatnya, PTK menyebabkan residu tirosin terfosforilasi pada bagian dalam
selubung fibrosa yang mengelilingi aksonema dan sitoskeleton flagel sperma
(Dutta et al., 2019).

Kadar ROS fisiologis normal yang terganggu oleh aktivitas antioksidan
flavonoid yang berlebihan pada kelompok perlakuan 3 dengan dosis 300mg/kgBB
akan berakibat pada persentase total motilitas sperma yang tidak berbeda
signifikan dibanding kelompok kontrol positif (tikus diabetik). Penelitian ini juga
menunjukkan dosis terbaik untuk memperbaiki motilitas sperma tikus diabetik
adalah dosis kelompok perlakuan 1 dengan dosis sebesar 75 mg/kgBB. Hal ini
berpotensi diakibatkan oleh kemampuan penguraian antioksidan flavonoid ekstrak
un asam jawa (Tamarindus indica L.) pada dosis 75 mg/kgBB dapat
menurunkan kadar ROS tanpa melebihi ambang batas bawah kadar normal ROS
fisiologis yang diperlukan untuk aktivitas fisiologis spermatozoa terutama pada
proses pematangan motilitas dan transduksi persinyalan pada spermatozoa (Dutta
et al., 2019).

IV.6 Keterbatasan Penelitian
Keterbatasan pada penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Uji fitokimia hanya secara kualitatif. Zat-zat pada daun asam jawa

(Tamarindus indica) hanya diuji keberadaannya apakah ada (+) atau
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tidak ada (-) sedangkan untuk kadar/jumlah spesifik dari zat-zat
tersebut tidak diujikan.

. Penelitian hanya berfokus dari mekanisme kerja metabolit sekunder
flavonoid sebagai antioksidan saja dan tidak meneliti lebih lanjut dari
metabolit sekunder lain beserta interaksi antar zat metabolit sekunder
yang terdapat pada daun asam jawa.

. Penelitian menggunakan post-test only control group design dengan
dilakukan perhitungan motilitas sperma hanya dari pengambilan organ
tikus yang telah diterminasi sehingga tidak diketahui nilai persentase
motilitas sperma tikus saat awal penelitian dilakukan.

. Evaluasi efektivitas induksi aloksan hanya diuji dengan tes kadar gula
darah sebelum dan sesudah induksi aloksan tetapi tidak dilakukan tes
darah C-Peptide untuk menguji produksi hormon insulin oleh sel B

pankreas tikus.
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BAB 5
PENUTUP
V.1 Kesimpulan

a. Ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L.) memiliki pengaruh
terhadap motilitas sperma tikus putih (Ratfus novegicus) jantan diabetik
yang diinduksi aloksan.

b. Pemberian ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L.) dengan dosis
75mg/kgBB dan 150mg/kgBB menunjukkan persentase motilitas sperma
tikus yang lebih baik dan berbeda signifikan dengan tikus jantan diabetik
yang diinduksi aloksan sedangkan pemberian dosis 300mg/kgBB
menunjukkan persentase motilitas sperma tikus yang lebih baik tetapi
tidak berbeda signifikan.

c. Pemberian ekstrak daun asam jawa (Tamarindus indica L..) dengan dosis
75mg/kgBB  pada tikus putih (Rattus novegicus) jantan diabetik
merupakan dosis efektif dibandingkan dengan dosis kelompok perlakuan
lain.

V.2 Saran
Peneliti selanjutnya disarankan melakukan penelitian lebih lanjut pada
beberapa aspek berikut :
1. Kadar spesifik zat metabolit sekunder pada daun asam jawa
(Tamarindus indica L.) perlu diuji secara kualitatif

2. Pengaruh interaksi antar zat metabolit sekunder pada daun asam jawa

(Tamarindus indica L.) dalam mempengaruhi motilitas spermatozoa.
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. Ambang batas dosis kandungan daun asam jawa yang berefek toksik
pada spermatozoa.

. Pengujian rentang dosis dibawah 75mg/kgBB perlu dilakukan untuk
meneliti kemungkinan dosis ekstrak daun asam jawa yang lebih efektif.
. Kadar hormon insulin pada tikus perlu diuji untuk mengevaluasi

kondisi hiperglikemik pada tikus.
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