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TIN LEAF EXTRACT ON LEAD ACETATE INDUCED MOTILITY, M@RPHOLOGY AND
SPERMATOZOA CONCENTRA TION OF MALE MICE (Mus musculus)
“ _' ‘E]]'ll Kusumawardani
D4 Kebidanan, Institut Teknolog}.‘ ‘Sains dan Kesehatan Insan Cendekia Medika Jombang
. Email Korespoxg@egql. emikusumawardani80 @ gmail.com

Lead causes some adverse influences on the reproductive system of men and women, in men leads to a
decrease in libido, abnormality of spermatogenesis. The purpose of knowing whether tin leaf extract
can affect the motility, morphology and concentration of spermatozoa in male mice (mus musculus)
induced by lead acetate. This type of research is true experimental with a post test only control group
design with the number of replications of male mice totaling 10, distributed proportionally in 5 groups.
Tin leaf extract will be given at a dose of Pb+Tin leaf 1.664 mg (P1), Pb+Tin leaf 3 328 mg (P2), while
for lead acetate dose 0.5 mg and quercetin dose 0.7 mg / 0.01KgBB. The variables analyzed included
the motility of spermatozoa, the morphology of spermatozoa and the concentration of spermatozoa. The
data were analyzed using Anova. Results and discussion The results of the study of tin leaf extract with
a dose of Pb + tin leaves 1,664 mg (P1) had an effect on increasing the morphology of spermatozoa,
while the dose of Pb + tin leaves 3.328 mg (P2) increased the motility of spermatozoa, and improved
the morphology of spermatozoa. Conclusion tin leaf extract is able to influence the improvement of
spermatozoa motility and morphology of spermatozoa.

Keywords : Tin leaf extract, lead acetate, spermatozoa motility, spermatozoa morphology, spermatozoa
concentration

EKSTRAK DAUN TIN TERHADAP MOTILITAS, MORFOLOGI DAN KONSENTRASI
SPERMATOZOA MENCIT JANTAN (Mus musculus) YANG DIINDUKSI TIMBAL ASETAT

Timbal menyebabkan beberapa pengaruh buruk bagi sistem reproduksi pria dan wanita, pada pria
menyebabkan penurunan libido, ketidaknormalan spermatogenesis. Tujuan mengetahui apakah ekstrak
daun tin dapat berpengaruh terhadap motilitas, morfologi dan konsentrasi spermatozoa pada mencit
jantan (mus musculus) yang diinduksi timbal asetat. Jenis penelitian ini adalah true experimental dengan
design post test only control group design dengan jumlah replikasi mencit jantan berjumlah 10,
dibagikan secara proporsional pada 5 kelompok. Ekstrak daun tin akan diberikan dengan dosis Pb+Daun
Tin 1,664 mg (P1), Pb+Daun Tin 3,328 mg (P2), sedangkan untuk dosis timbal asetat 0.5 mg dan dosis
quercetin 0,7 mg / 0,01KgBB. Variabel yang dianalisa meliputi motilitas spermatozoa, morfologi
spermatozoa dan konsentrasi spermatozoa. Data dianalisa menggunakan Anova.Hasil penelitian ekstrak
daun tin dengan dosis Pb+daun tin 1,664 mg (P1) berpengaruh meningkatkan morfologi spermatozoa,
sedangkan dosis Pb+daun tin 3328 mg (P2) meningkatkan motilitas spermatozoa, dan meningkatkan
morfologi spermatozoa. Ekstrak daun tin mampu mempengaruhi peningkatan motilitas spermatozoa dan
morfologi spermatozoa.
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Kata kunci : Ekstrak daun tin, timbal asetat, motilitas spermatozoa, morfologi spermatozoa, konsentrasi
spermatozoa

Infertilitas merupakan ketidakmampuan sepasang suami isteri untuk mendapatkan keturunan,
dimana wanita belum mengalami kehamilan setelah melakukan hubungan seksual secara teratur tanpa
kontrasepsi selama 12 bulan (WHO, 2022). Studi yang dilakukan oleh Sengupta et al. (2017)
menyatakan telah mengidentifikasi secara keseluruhan terhadap pria di Amerika Utara, Eropa, Asia dan
Afrika bahwa terjadi penurunan yang signifikan sebesar 57% pada rata-rata konsentrasi spermatozoa
selama 35 tahun terakhir. Penyebab dari kualitas semen yang buruk dan sangat komplek, beberapa
laporan menunjukkan adanya hubungan antara lingkungan, industri, dan makanan yang dapat
mempengaruhi kesuburan pada pria (Eskenazi et al., 2003).

Timbal menyebabkan beberapa efek buruk bagi sistem reproduksi pria dan wanita, pada pria
menyebabkan: penurunan libido, ketidaknormalan spermatogenesis (penurunan jumlah dan motilitas
sperma), kerusakan kromosom, infertilitas, dan perubahan pada testosteron serum (Flora et al.,2012).
Mekanisme proses toksisitas timbal dalam sel sama dengan logam beracun lainnya yaitu melibatkan
kerusakan oksidatif. Logam beracun meningkatkan produksi radikal bebas dan mengurangi
ketersediaan cadangan antioksidan dalam menangkal radikal bebas (Lyn, 2006). Radikal bebas yang

berlebih di dalam sel dapat menyebabkan kerusakan sperma. Anion superoksida (02 "), radikal hidroksil

(OH") dan hydrogen peroksida (H202) yang merupakan komponen terbesar ROS didalam seminal
plasma. Sel hidup dalam kondisi aerobik terus-menerus memerlukan  oksigen untuk
mendukung kehidupan, namun metabilitas seperti ROS dapat memodifikasi fungsi sel, membahayakan
kelangsungan hidup sel, atau keduanya, oleh karenanya kelebihan ROS harus diinaktivasi terus menerus
untuk mempertahankan fungsi sel normal. Antioksidan berfungsi menyeimbangkan ROS di dalam
plasma sel (Agarwal, 2005). Odo et al ., (2016) menyatakan tentang kandungan flavonoid daun tin yang
diekstrak dengan air mempunyai intensitas yang tinggi kemudian tanin, saponin, steroid, glukosida
mempunyai intensitas lebih rendah dan alkaloid dengan intensitas sangat rendah.

Daun tin didapatkan dari budidaya tanaman tin “Bumi Tin" Peterongan Jombang. Daun tin yang
sudah dikeringkan, dihaluskan dengan blender diperoleh 1045 g serbuk kering daun tin. Simplisia daun
tin kering 104.5 g diencerkan dengan 1400 ml air kemudian didihkan dan didapatkan larutan daun tin
950 ml, setelah itu dilakukan freeze dry selama 2x24 jam dan didapatkan ekstrak daun tin sebesar 18 g.
Dosis ekstrak daun tin yang diberikan ke mencit adalah dosis P1 1,664 mg/0,01KgBB dan dosis P2 3,328
mg/001KgBB, dosis timbal 0,5mg/0,01 KgBB dan dosis quercetin 0,7 mg / 0 01KgBB.

Penelitian ini menggunakan 50 mencit yang dikelompokkan secara random menjadi 5 (lima) kelompok

yaitu :

a. Kelompok KN : Kelompok kontrol normal sebanyak 10 ekor mencit tanpa diberi seduhan daun tin
dan tanpa dipajan timbal.

b.  Kelompok K : Kelompok kontrol negatif sebanyak 10 ekor mencit tanpa diberi seduhan daun tin
dan dipajan timbal asetat dengan dosis0,5mg/0 01KgBB.

c.  Kelompok KN+ : Kelompok kontrol positif sebanyak 10 ekor mencit diberi quercetin 0,7
mg/0,01KgBB dan dipajan timbal asetat dengan dosis 0,5mg/0.01KgBB
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d.  Kelompok P1 : Kelompok perlakuan sebanyak 10 ekor mencit yang diberi seduhan daun tin dengan
dosis 1,664 mg/0.01KgBB perhari dan dipajan timbal asetat dengan dosis 0,5mg/0,01KgBB

e.  Kelompok P2 : Kelompok perlakuan sebanyak 10 ekor mencit yang diberi seduhan daun tin dengan
dosis 3,328 mg/0,01KgBB perhari dan dipajan timbal

f.  asetat dengan dosis 0,5mg/0,01KgBB

Pemberian timbal asetat diberikan secara oral dalam jangka waktu selama 21 hari setelah pemberian
seduhan daun tin sebelumnya. Pemberian ek strak daun tin sebagai dosis pencegahan diberikan selama 14
hari sebelum perlakuan. Pemberian ekstrak daun tin dilakukan dengan cara oral dalam jangka waktu
selama 21 hari (setelah hari ke-7 aklimasi) pada masing-masing perlakuan kecuali pada kelompok kontrol
(K) dan KN. Kemudian dilanjutkan kembali dengan pemberian ekstrak daun tin dan timbal asetat selama
35 hari. Pembedahan dilakukan setelah 35 hari perlakuan untuk pengambilan organ cauda epididymis
untuk pemeriksaan motilitas, morfologi dan konsentrasi spermatozoa.

Analisis data dalam penelitian ini meliputi uji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilks
kemudian Uji homogenitas menggunakan Levene test . Untuk mengetahui perbedaan rata-rata antara
kelompok dilakukan uji komparasi dengan wji Post Hoc Games-Howell. Jika data yang didapat
homogen, uji rata-rata kelompok menggunakan Anova. setelah itu untuk mengetahui uji beda masing-
masing kelompok menggunakan Post Hoc Tukey.

1. Motilitas spermatozoa

Motilitas
Kelompok n Mean SD Median Minimum Maksimum p
(%)
Normal 8 2,25 0,46 2.00° 2,00 3,00
Pb+quercetin 8 1,75 0,46 2,00 1,00 2.00
Pb+aquabidestilata 8 0,62 0,51 1,008 0,00 1,00 0,000%
Pb+daun tin 1,664 mg 9 122 0.83 1,000 0,00 3.00
Pb+daun tin 3,328 mg 9 155 0,52 2.00b 1,00 200

Keterangan : * signifikan pada a<0,05
abe guperscript yang berbeda dalam kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata p<0,05.

Tabel 1 menunjukkan bahwa motilitas spermatozoa tertinggi pada kelompok normal yaitu sebesar 225
diikuti kelompok Pb+quercetin sebesar 1,75 kemudian kelompok Pb+daun tin 3,328 mg (P2) sebesar
1,55 dan kelompok Pb+daun tin 1,664 mg (Pl) sebesar 1,22 serta terendah pada kelompok
Pb+aquabidestilata sebesar 0,62. Analisis statistik menunjukkan ada pengaruh (p<0,5) pemberian
ekstrak daun tin (Ficus carica) terhadap motilitas spermatozoa mencit jantan.
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2. Morfologi spermatozoa

Kelompok Morfologi splfrr.natnzoa . p
Mean (%) SD Minimum Maksimum
Normal 8 77 00¢ 9,19 64,00 88,00
Pb+quercetin 8 74.25¢ 6.29 65,00 84 00
Pb+aquabidestilata 8 45,12¢ 6,49 36,00 52,00 0,000*
Pb+dauntin 1,664 mg 9 62 .66° 7.87 44 00 72,00
Pb+daun tin 3,328 mg 9 69,11b¢ 333 64 00 74 00

Keterangan : * signifikan pada a<0,05
abe quperseript yang berbeda dalam kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata p<0,05.

Tabel 2 menunjukkan bahwa rata-rata morfologi spermatozoa tertinggi pada kelompok normal sebesar
7700, kemudian diikuti kelompok Pb+quercetin sebesar 74,25, kelompok Pb+daun tin 1,664 mg (P2)
sebesar 69,11, kelompok Pb+daun tin 1,664 mg sebesar 62,66, dan terendah pada kelompok
Pb+aquabidestilata sebesar 45,12, Analisis statistik menunjukkan ada pengaruh (p<0,05) pemberian
ekstrak daun tin (Ficus carica) terhadap morfologi spermatozoa mencit jantan.

3. Konsentrasi spermatozoa

Konsentrasi spermatozoa p
Kelompok n — -
Mean (x10% SD (x105) Minimum Maksimum
Normal 8 2.31b 545 140 3,12
Pb+quercetin 8 1,76% 479 0,93 242
Pb+aquabidestilata 8 1,26% 3,01 0,62 1,71 0,000%*
Pb+daun tin 1,664 mg 9 1.442 1.95 1,09 1,72
Pb+daun tin 3,328 mg 9 1,442 4,28 0,54 2,10

Keterangan : * signifikan pada a<0,05
abe guperscript yang berbeda dalam kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata p<0,05.

Tabel 3 menunjukkan bahwa rata-rata morfologi spermatozoa tertinggi pada kelompok normal sebesar
7700, kemudian diikuti kelompok Pb+quercetin sebesar 74,25, kelompok Pb+daun tin 1,664 mg (P2)
sebesar 69,11, kelompok Pb+daun tin 1,664 mg sebesar 62,66, dan terendah pada kelompok
Pb+aquabidestilata sebesar 45,12. Analisis statistik menunjukkan ada pengaruh (p<0,05) pemberian
ekstrak daun tin (Ficus carica) terhadap konsentrasi spermatozoa mencit jantan.

Timbal sebagai radikal bebas dapat mengganggu kelompok normal ATP-ase yang ada di dalam
membran sel, ATP-ase ini ada dibagian tengah ekor dan berfungsi mempertahankan homeostatis
internal membran sel (Sanocka, 2014). Motilitas spermatozoa sangat bergantung pada ATP yang
dihasilkan dari fosforilasi oksidatif dalam selubung mitokondra. Pergerakan spermatozoa
membutuhkan sejumlah energi ATP yang digunakan untuk menggerakkan aparatus flagela, gangguan
pada fungsi respirasi mitokondria dapat menyebabkan menurunnya motilitas dan fertilitas (Kao et al.,
1998). Fungsi mitokondria dalam sel adalah menghasilkan energi dalam bentuk ATP (Adenosine
triphosphate). Sebagian ATP dihasilkan melalui proses fosforilasi oksidatif. Struktur mitokondria
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terdiri dari 4 bagian utama, antara lain membran luar, membran dalam, ruang antar membran serta
matrik yang terletak pada bagian dalam membran. Membran dalam dan matrik mitokondria terkait erat
dengan aktivitas utama mitokondria yaitu terlibat dalam pembentukan energi, oksidasi asam dan siklus
krebs (Lodish et al., 2000; Artika, 2003).
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Gambar 1 Fosforilasi oksidatif pada membran dalam mitokondria (Amaral, 2013)

Ketika terjadi peningkatan kadar ROS, tubuh akan merespon dengan memproduksi enzim CAT,
HPx dan SOD untuk menetralkan ROS. Namun demikian tetap ada sebagian ROS yang masih tersisa,
terutama bila produksi ROS berlebihan. Untuk meredam ROS yang masih tersisa perlu disediakan
antioksidan tambahan seperti vitamin C, Vitamin E, uric acid, polyfenol (flavonoid), dan lain-lain untuk
meminimalisir efek ROS tersebut (Mekker, 2009; Bender, D.A ., 2009; Kefer, J.C., 2009; Milczarek, R.,
2010). Senyawa polifenol mempunyai aktivitas antioksidan sebagai scavenger radikal bebas yang
bersifat langsung. Pada tahun 2014, Takahashi et a/., menyebutkan ada beberapa komponen dalan daun
tin, dan melaporkan bahwa asam caffeoylmalic (CMA) adalah polifenol yang paling banyak terkandung
dalam daun tin yang menunjukkan aktivitas antioksidan mirip dengan vitamin C atau katekin.
Antioksidan lain seperti ubiquinon dan beta caroten adalah antioksidan larut lemak yang akan
menangkap radikal pada membran sel plasma lipoprotein. Selain antioksidan larut lemak juga ada
berbagai antioksidan yang larut air seperti ascorbat, uric acid, dan derivate polifenol yang berasal dari
tanaman. Antioksidan tersebut bertindak sebagai antioksidan yang akan menangkap radikal yang larut
air, kemudian membentuk radikal yang relatif stabil dan dapat bertahan cukup lama sampai bereaksi
dengan produk non radikal. Berdasarkan pada aksi antioksidan tersebut maka mengkonsumsi
antioksidan akan lebih baik bila diberikan tidak dalam bentuk tunggal, tetapi kombinasi (Widayati,
2017).

Timbal mempunyai kecenderungan untuk mengkatalis reaksi oksidasi dan menimbulkan
terbentuknya reactive oxygen species (ROS). Membran plasma spermatozoa berada di bawah ancaman
kerusakan oksidatif karena mengandung poli asam lemak tak jenuh (PUFA) dalam jumlah besar dan
relatif kurangnya enzim antioksidan dan sitoplasma mereka. Keruskan oksidatif lipid membran sel
spermatozoa akan mengubah komposisi asam lemak membran sel spermatozoa, mengakibatkan
meningkatnya permeabilitas membran dan kerusakan membran spermatozoa sehingga menghasilkan
intregitas membran spermatozoa yang rendah (Sharma and Garu, 2011). Selain itu peroksidasi lipid
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dapat menghancurkan struktur matriks lipid pada membran spermatozoa dan menyebabkan hilangnya
motilitas dan kerusakan integritas membran spermatozoa, penurunan kadar ATP yang menunkan
viabilitas sehingga menyebabkan kerusakan aksonemal dan meningkatkan kecacatan morfologi pada
bagian mid-piece (Atilgan et al,2014; Turk et al, 2007).

Ekstrak daun tin mengandung senyawa polifenol dan tanin (ULP Unair, 2020). Senyawa tanin
memiliki peran dalam senyawa fenol yang memiliki peran dalam menghasilkan efek antioksidan dan
melindungi lipid (Zahara et al, 2014). Senyawa polifenol juga dapat meningkatkan kerja enzim
antioksidan dalam tubuh seperti GSH yang dapat mengubah molekul H202 dan lipid peroksida menjadi
H20. Enzim GSH yang berada di sitoplasma akan bekerja pada membran fosfolipid yang teroksidasi
radikal bebas (Setyaningsih VR, 2011). Hasil penelitian Putri (2018) menjelaskan bahwa daun tin
mengandung senyawa fenolik atau polifenol yang terdiri atas beberapa jenis senyawa lain yaitu
flavonoid sederhana, asam fenolat, flavonoid komplek dan antosianin bewarna. Senyawa polifenol
mampu menghambat reaksi oksidasi dengan cara menyumbangkan satu elektron pada elektron yang
tidak berpasangan dalam radikal bebas sehingga banyaknya radikal babas menjadi berkurang.

Hasil analisis data dengan uji Post Hoc Tukey pada penelitian menunjukkan bahwa ada perbedaan
antara konsentrasi spermatozoa kelompok Pb+aquabidestilata berbeda dengan kelompok normal, namun
tidak berbeda dengan kelompok Pb+quercetin, kelompok Pb+daun tin 1,664 mg (P1) dan kelompok
Pb+daun tin 3,328 mg (P2), dan konsentrasi spermatozoa kelompok Pb+daun tin 1,664 mg (P1) tidak
berbeda dengan kelompok Pb+daun tin 3,328 mg (P2) hal ini menunjukkan bahwa seduhan tin belum
mampu meningkatkan konsentrasi spermatozoa. Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Pelealu et al., (2015) menunjukkan bahwa pemberian jamu Tribulus terrestris yang mengandung
saponin tidak berpengaruh dalam meningkatkan konsentrasi spermatozoa.

Pemberian ekstrak daun tin (Ficus carica) berpotensi meningkatkan motilitas spermatozoa dan
berpotensi mencegah kerusakan morfologi spermatozoa namun ekstrak daun tin belum mempengaruhi
dalam peningkatan konsentrasi spermatozoa pada cauda epididimis mencit jantan (mus musculus) yang
dipajan timbal asetat.
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