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ABSTRACT

Background : The use of long-term herbal medicines and high doses can damage organs, including the
reproductive organs. Betel nut (Areca catechu L.) is one of the herbal ingredients that is consumed as a
stamina enhancing beverage. The purpose of this study was to determine the effect of longterm treatment
of raw betel nut at a dose of 10,000 mg/kg on testicular and ovary tissue of rats. Rats were Rattus
norvegicus, Sprague Dawley strain, 2-3 months.

Methods : Tweenty rats divided into 2 groups, each groups were 5 male and 5 female. Control group was
given aquades and the treatment group was given raw betel nut with a dose of 10,000 mg/kgBW for 45 days
with a gastrictube. Histopathological examination with Haematoxylin-Eosin staining was used to assses
testicular and ovary tissues.

Results: The ovaries of treatment groups had significantly lower de graff follicle compared to the control
group (p < 0,05). The testis of treatment groups had significantly smaller diameter of tubulus seminifery,
significantly higher necrosis of spermatogonia and spermatosit (p<0,05).

Conclusion: Treatment of raw betel nut dose 10,000 mg /kgBW along 45 days causes damage of testicular
and ovary tissues of rats.
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ABSTRAK

Latar Belakang: Pemakaian obat herbal jangka panjang dan dosis tinggi dapat menyebabkan kerusakan
organ tubuh, termasuk organ reproduksi. Biji pinang (Areca catechu L.) merupakan salah satu bahan herbal
yang dikonsumsi sebagai minuman penambah stamina.Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh pemberian biji pinang muda dosis 10.000 mg/ kgBB selama 45 hari terhadap gambaran

histopatologis testis dan ovarium tikus.
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Metode : Tikus yang digunakan adalah Rattus norvegicus galur Spague Dawley, usia 2-3 bulan, sebanyak
10 ekor jantan dan 10 ekor betina yang dibagi menjadi 2 kelompok, yaitu kelompok kontrol diberikan
aquades dan kelompok perlakuan diberikan biji pinang dosis 10.000 mg/ kgBB dengan sonde. Pemeriksaan
histopatologi dengan pewarnaan Haematoxylin-Eosin untuk organ testis dan organ ovarium. Hasil: Jumlah
folikel de draf pada kelompok perlakuan lebih sedikit dibandingkan kelompok kontrol (p<0,05). Persentase
nekrosis spermatogonia dan spermatosit pada kelompok perlakuan lebih tinggi dibandingkan kelompok
kontrol (p<0,05), diameter tubulus seminifeus pada kelompok perlakuan juga lebih kecil dibandingkan
kelompok kontrol (p<0,05).

Kesimpulan: Pemberian biji pinang 10.000 mg/kgBB selama 45 hari menyebabkan kerusakan pada

jaringan testis dan ovarium pada tikus.
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PENDAHULUAN

Pohon pinang banyak tumbuh di
daerah Sumatra, khususnya Provinsi Jambi
1. Biji pinang telah dimanfaatkan sebagai
obat sejak ribuan tahun sebelum masehi,
terutama di Mesir dan India. Biji pinang juga
masuk ke dalam daftar prioritas WHO (World
Health Organization) 2. Berdasarkan
berbagai studi, biji pinang diketahui memiliki
efek antibakteri, antioksidan, afrodisiak,
dan antifertilitas. Di Jambi, pinang
digunakan sebagai obat herbal dalam
bentuk minuman jus pinang yang dipercayai
oleh masyarakat sebagai penambah
stamina dan meningkatkan libido.

Biji pinang mempunyai kandungan
fitokimia antara lain polifenol dan alkaloid 3.
Arecoline adalah alkaloid utama pada biji
pinang yang dianggap mempunyai efek
sitotoksik pada berbagai sel mamalia. Selain
manfaat yang telah disebutkan, biji pinang
diduga mempunyai efek sitotoksik akibat
kandungan arecolinenya terutama pada

dosis tinggi. Toksisitas senyawa herbal pada

organ reproduksi dapat menyebabkan
infertilitas, sehingga beberapa senyawa
herbal dapat digunakan sebagai obat
kontrasepsi herbal 4. Metode kontrasepsi
dapat digunakan untuk mempengaruhi
organ reproduksi baik pria dan wanita.
Penelitian ini  bertujuan untuk
mengetahui efek pemberian pinang muda
dalam jangka panjang selama 45 hari
terhadap gambaran histopatologi testis dan

ovarium pada tikus.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini telah mendapat
persetujuan etik dari komisi etik FKIK Unja.
Penelitian  dilakukan di  Laboratorium
Biomedik Fakultas Kedokteran dan Iimu
Kesehatan Universitas Jambi dalam rentang
waktu bulan September 2017 sampai bulan
Oktober 2018.

Sediaan pinang muda dibuat baru
setiap hari. Biji pinang yang digunakan
adalah biji pinang yang berkulit hijau. Biji
pinang ditimbang kemudian dihaluskan dan
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ditambahkan aquades sesuai perhitungan
dosis yang digunakan, yaitu 10.000 mg/
kgBB. Pinang diberikan dengan
menggunakan sonde.

Tikus yang digunakan adalah Rattus
norvegicus dewasa galur Sprague Dawley
umur 2-3 bulan, jantan dan betina, berat
badan 150-200 gram. Tikus dibagi dalam 2
kelompok yaitu kelompok perlakuan yang
diberikan pinang dan kelompok kontrol yang
diberikan aquades. Setiap kelompok terdiri
dari 5 ekor jantan dan 5 ekor betina.
Sebelum perlakuan, tikus diaklimatisasi
selama 1 minggu. Tikus dipelihara pada
kandang dengan suhu, kelembaban, cahaya
yang cukup. Makan dan minum diberikan
secara ad libitum. Perlakuan diberikan
setiap hari selama 45 hari. Pada hari ke-46,
tikus diterminasi dan dilakukan pengambilan
organ testis dan ovarium untuk selanjutnya
disimpan dalam formalin 10%.

Pemeriksaan histopatologi dengan
pewarnaan Haematoxylin-Eosin. Penilaian
jaringan testis meliputi diameter tubulus
seminiferus, nekrosis pada spermatogonia,
spermatosit dan spermatozoa. Pengukuran
diameter tubulus seminiferus menggunakan
micrometer pada dengan pembesaran 100x,
diukur pada diameter terpendek sebanyak 4
lapangan pandang, 5 tubulus tiap lapangan
pandang. Penilaian persentase nekrosis
dilakukan dalam 5 tubulus semineferus pada
dengan pembesaran 400x dengan skoring
semikualitatif yaitu tidak ada (skor 1), < 30%
(skor 2), 30-50% (skor 3) dan > 50% (skor
4).Penilaian jaringan ovarium meliputi
jumlah folikel primer, folikel sekunder, folikel
tersier, folikel de graff, korpus luteum, dan
folikel  Kkistik.

Pembacaan  preparat
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menggunakan mikroskop cahaya vyang
dilakukan oleh ahli patologi anatomi.

Data akan disajikan dalam bentuk
rerata + simpang baku. Uji beda
menggunakan uji T-Independent  untuk
distribusi data normal atau uji Mann-Whitney
untuk distribusi tidak normal dengan tingkat

kepercayaan p<0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Perbandingan hasil pemeriksaan
histopatologi jaringan testis kelompok
perlakuan dan kelompok kontrol dapat
dilihat pada tabel 1. Kelompok perlakuan
mempunyai rerata diameter tubulus
seminiferus lebih  kecil dibandingkan
kelompok kontrol dan perbedaan tersebut
bermakna secara statistika (p<0,05).
Persentase nekrosis sel spermatogonia, sel
spermatosit, sel spermatid dan sel
spermatozoa pada kelompok perlakuan
lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol,
dimana perbedaan tersebut bermakna untuk
nekrosis sel spermatogonia dan sel
spermatosit (p<0,05).

Perbandingan hasil pemeriksaan
histopatologi jaringan ovarium kelompok
perlakuan dan kelompok kontrol dapat
dilihat pada tabel 2. Rerata jumlah folikel
primer, folikel sekunder, folikel de graf dan
korpus luteum ovarium pada kelompok
perlakuan lebih kecil dibandingkan dengan
kelompok kontrol. Perbedaan tersebut
bermakna untuk folikel primer dan folikel
degraf (p<0,05). Sedangkan untuk folikel
tersier, kelompok perlakuan mempunyai
rerata jumlah lebih tinggi dibandingkan
kelompok kontrol, akan tetapi perbedaan

tersebut tidak bermakna (p>0,05). Rerata
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jumlah folikel kistik pada kelompok
perlakuan lebih rendah dibandingkan
kelompok kontrol (p>0,05).

Tabel 1. Perbandingan hasil histopatologi jaringan testis antara kelompok perlakuan dengan kelompok

kontrol
Parameter Kelompok kontrol Kelompok perlakuan Nilai p
Diameter tubulus seminiferus 28, 49 0,31 pum 21,09 +0,13 pym 0,008*
Nekrosis spermatogonia 1,00 3,4 +£0,54 0,008*
Nekrosis spermatosit 1,40+0,54 3,00 0,008*
Nekrosis spermatid 1,40 £ 0,54 2,00 0,151
Nekrosis spermatozoa 2,40 + 0,54 3,00 0,151

Uji Mann Whitney, * nilai p bermakna

Tabel 2. Perbandingan hasil histopatologi jaringan ovarium antara kelompok perlakuan dengan
kelompok kontrol

Parameter Kelompok kontrol Kelompok perlakuan Nilai p
Folikel primer 32 +18 1+0,7 0,034 *
Folikel sekunder 54+17 3,0£2,0 0,074
Folikel tersier 1+1,7 1,2+0,8 0,822
Folikel de graff 0,6 +0,5 0,0 0,040*
Korpus luteum 8+45 52+12 0,216
Folikel kistik 1,4+£0,9 0,6 £0,5 0,126

Uji T-Independent, * nilai p bermakna

Gambaran hasil pemeriksaan histopatologi jaringan testis dapat dilihat pada gambar 1 dan

jaringan ovarium pada gambar 2.
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Gambar 1. Gambaran mikroskopis jaringan testis. (A) Tampak tubulus seminiferus dengan
pembesaran 100x (garis adalah diameter terpendek yang digunakan dalam pengukuran), (B) Tampak
tubulus seminiferus kelompok kontrol dengan pembesaran 400X, sel tersusun disekeliling tubulus dari
luar ke dalam berurutan adalah spermatogonia, spermatosit, spermatid dan spermatozoa. (C, D)
Tampak tubulus seminiferus kelompok perlakuan dengan pembesaran 400x, sel tersusun disekeliling
tubulus dari luar ke dalam berurutan adalah spermatogonia, spermatosit, spermatid dan
spermatozoa, tampak nekrosis lebih banyak dibandingkan kelompok kontrol.

Gambar 2. Gambaran mikroskopis jaringan ovarium. Mikroskopis Ovarium Tikus pada kelompok Kontrol
dengan pembesaran 100x. Folikel primer berukuran paling kecil ditandai dengan satu lapis sel granulosa.
Folikel sekunder merupakan tahapan lanjut dari folikel primer. Folikel tersier ditandai dengan adanya celah
yang terisi dengan cairan folikuler di kedua sisi luar oosit (antrum). Folikel de graff ditandai dengan adanya
celah folikuler yang jauh lebih besar dari folikel tersier dan terdapat oosit matang pada bagian tepi folikel
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yang dihubungkan dengan beberapa sel granulosa yang mengelilingi ovum yang semakin sedikit. Folikel
kistik terbentuk ketika folikel ovarium tidak melepaskan sel telur, kemudian tumbuh menjadi kista. Korpus
luteum merupakan ruang folikuler yang terisi dengan darah dan cairan limpa setelah terjadinya ovulasi,

berukuran besar.

Keterangan:

Folikel primer ™~ o= s wm s - Folikel de Graff
Folikel sekunder = + + == Korpus Luteum
= == == == Folikel tersier

Efek  Biji Pinang terhadap Jaringan
Testis Tikus
Proses perkembangan spermatozoa
(spermatogenesis) terjadi didalam tubulus
seminiferus. Di dalam lapisan tubulus
seminiferus terdapat sel-sel germinal dan
sel-sel sertoli yang berperan dalam
spermatogenesis. Proses spermatogenesis
dimulai dari lapisan terluar tubulus
seminiferus menuju lapisan yang lebih
dalam dan akhirnya mencapai lumen
dimana sel spermatozoa matur dilepaskan.
Proses spermatogenesis sangat penting
dalam menghasilkan fungsi reproduksi prian
yang normal 5.
Pada penelitian ini, persentase nekrosis sel-
sel germinal (spermatogonia, spermatosit,
spermatid dan  spermatozoa) pada
kelompok  perlakuan lebih  tinggi
dibandingkan kelompok kontrol. Rerata
diameter tubulus  seminiferus  pada
kelompok perlakuan lebih rendah
dibandingkan kelompok kontrol (p<0,05).
Rendahnya ukuran diameter tubulus
seminiferus sejalan dengan tingginya
kerusakan sel germinal yang terdapat di
lapisan dinding tubulus seminiferus. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian pinang
pada penelitian ini dapat menyebabkan
kerusakan sel germinal pada tubulus
seminiferus tikus.

Hasil penelitian ini sesuai dengan

penelitian lain yang menyebutkan bahwa

pemberian pinang dosis tinggi ataupun
arecoline yang merupakan kandungan
alkaloid utama dalam pinang, dapat
menyebabkan kerusakan sperma secara
kualitas dan kuantitas ¢, Studi oleh Muslim
Akmal tahun 2007, pemberian ekstrak
etanolik  biji buah pinang dosis 2
gram/200gramBB selama 7 hari
menyebabkan kerusakan akut jaringan
testis dan penurunan motilitas sperma,
sedangkan pada dosis 1 gram/200gramBB
tidak menunjukkan kerusakan secara

signifikan °.

Efek Biji Pinang terhadap Jaringan
Ovarium Tikus

Folikel primer, folikel sekunder,
folikel tersier dan folikel de graf merupakan
merupakan tahap perkembangan dan
pematangan folikel ovarium
(follikulogenesis) pada mamalia, termasuk
tikus dan manusia. Folikel de graff
merupakan tahap folikulogenesis dimana
siap untuk melepaskan oosit (ovulasi) dan
akan berubah menjadi korpus luteum
setelah ovulasi. Proses folikulogenesis
ovarium sangat penting untuk menghasilkan
fungsi reproduksi wanita yang normal.
Perubahan folikulogenesis dapat
menyebabkan perubahan jumlah folikel 12.

Pada penelitian ini, jumlah folikel de
graf pada kelompok perlakuan lebih sedikit
dibandingkan  kelompok  kontrol  dan
(p<0,05).

perbedaan ini  bermakna
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Begitupula dengan korpus luteum, jumlah
korpus luteum pada kelompok perlakuan
lebih  rendah

kelompok kontrol. Hal ini menunjukkan

dibandingkan  dengan

bahwa pinang menyebabkan gangguan
pematangan folikel. Hasil penelitian lain juga
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak
pinang 300 mg/kgBB dapat menyebabkan
efek antiovulatori, dengan gambaran
histopatologi ovarium menunjukkan jumlah
folikel degraf dan korpus luteum lebih sedikit
dibandingkan kontrol 1314, Pada studi in vitro
menggunakan kultur sel ovarium chinese
hamster, ekstrak  air biji pinang
menyebabkan peningkatan apoptosis sel

ovarium 15,

Mekanisme Biji Pinang Menginduksi
Kerusakan Organ Reproduksi

Biji pinang mengandung sejumlah senyawa
alkaloid. Arecoline merupakan alkaloid
utama yang terkandung dalam biji pinang.
Arecoline diketahui bersifat mutagenik dan
sitotoksik pada hampir semua jaringan 1%.16-
19, Stress oksidatif merupakan mekanisme

utama dalam kematian sel, regulasi den dan

DAFTAR PUSTAKA
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proses inflamasi yang diinduksi oleh
arecoline 82021, Penelitian lain menyebutkan
bahwa areca catechu meningkatkan proses
apoptosis 1522, menghentikan siklus sel 23.
Pada penelitian ini hanya melihat gambaran
ada tidaknya perubahan jaringan testis dan
ovarium melalui pemeriksaan histopatologis
dengan pewarnaan Haematoxylin Eosin,
sehingga tidak dapat menjelaskan
mengenai mekanisme kerusakan yang
terjadi. Penelitian lebih lanjut diperlukan
untuk mengetahui mekanisme kerusakan
sel testis dan ovarium akibat biji pinang
muda.

KESIMPULAN DAN SARAN

Pemberian jus biji pinang dosis
10.000 mg/kgBB selama 45  hari
menyebabkan kerusakan jaringan testis
dan jaringan ovarium pada tikus. Penelitian
lebih lanjut mengenai mekanisme kerusakan
jaringan testis dan ovarium perlu dilakukan.
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