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Abstract

Neem leaves contain flavonoid, triterpenoid and saponin compounds that have antifertility potential to suppress
of reproduction rate of rodentia pests. The purpose of this study was to examine the effect of neem leaf ethanol
extract on gonadosomatic index (GSI), number and size of atresia follicles in female mice. This study used a
Completely Randomized Design Method consist of 5 treatments and 4 replications namely K + (Contraceptive
Pills); K- (Aqua); P1, P2 and P3 (Treatment of neem leaf ethanol extract at dosage of 8.4 mg / kgBW, 11.2 mg /
kgBW and 14 mg / kgBW). The treatment was administered orally at a volume of 0.2 ml / animal every morning
for 21 days. Measurement of body weight was conducted at the beginning of treatment and every 7 days. The
ovaries were isolated, weighed and histologically processed using paraffin method and H & E staining. the
number and diameter of atresia follicles were counted on ovaries. The data was analyzed using ANOVA test and
DMRT test at 95% confidence level. The results showed that neem leaf ethanol extract had no significant effect
GSI and diameter of atresia follicle but had significant effect on the number of atresia follicle. It can be
concluded that neem leaf ethanol extract can increase the number of atresia follicle in mice by suppressing the
synthesis and action of reproductive hormone.

Keywords: mimba leaf, atresia follicle, GSI, mice

PENDAHULUAN estrogen yang berada di dalam tubuh

Mimba mengandung senyawa yang
berpotensi sebagai antifertilitas, baik pada
hewan jantan maupun betina sehingga
dapat  digunakan  untuk  menekan
pertumbuhan populasi hewan tersebut
(Suryawanshi, 2011; Auta dan Hassan,
2016). Daun mimba mengandung senyawa
flavonoid, triterpenoid dan saponin yang
berpotensi sebagai antifertilitas (Aradilla,
2009; Suryawanshi,2011;Auta dan Hasan,
2016). Saponin digunakan sebagai bahan
dasar  sintesis beberapa hormon steroid
untuk bahan kontrasepsi oral (Apolonia
dan Sukarjati, 2017). Flavonoid bersifat
estrogenik yang dapat menempati reseptor
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(Satyaningtijas dkk., 2014).
Mekanisme kerja senyawa
antifertilitas dengan cara menghambat
ovulasi dapat diketahui dengan melihat
perkembangan folikel (Rusmiati, 2010).
Perkembangan folikel dapat ditentukan
dengan pengukuran diameter folikel.
Folikel dapat berkembang menjadi folikel
dominan untuk diovulasikan atau menjadi
folikel non dominan atau folikel atresia
(Trissatharra dkk., 2016). Roop et al.
(2005) menyatakan bahwa pemberian
ekstrak biji mimba secara oral dapat
mengurangi jumlah rata-rata folikel pada
tikus betina. Penelitian Alfian dkk.(2017)

juga menunjukkan bahwa pemberian
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senyawa antifertilitas dapat menurunkan
jumlah folikel de Graaf pada ovarium
mencit betina.

Penelitian Gbotolorun et al. (2008)
dan Roop et al. (2005) menunjukkan
bahwa ekstrak daun mimba dapat
mengurangi  bobot  ovarium, tingkat
ovulasi, menghambat folikulogenesis dan
pembentukan antrum dalam  folikel.
Perkembangan oosit di dalam ovarium
seiring dengan perkembangan bobot gonad
dapat meningkatkan nilai GSI (Hutagalung
dkk., 2015). Gonadosomatic Index (GSI)
adalah berat relatif gonad terhadap berat
tubuh yang digunakan untuk memprediksi
jumlah anakan yang dihasilkan (Flores et
al., 2015;
Wibowo,2016).

Berlatar belakang masalah tersebut

Setyaningrum dan

dilakukan penelitian  tentang pengaruh
kandungan ekstrak  daun mimba
(Azadirachta indica Juss) terhadap
gonadosomatic index (GSI), jumlah dan
ukuran folikel atresia pada mencit betina.
Penelitian ini bertujuan untuk menguji
pengaruh ekstrak ethanol daun mimba
(Azadirachta indica Juss) terhadap
gonadosomatic index (GSI), jumlah dan
ukuran folikel atresia pada mencit betina.
Penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi ilmiah tentang
pengaruh ekstrak ethanol daun mimba

terhadap organ reproduksi mencit betina
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sehingga dapat dijadikan rujukan tentang
manfaat daun mimba untuk menekan

reproduksi hama rodentia.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan selama
dua bulan di Laboratorium Biologi
Universitas Diponegoro Semarang.
Rancangan penelitian yang digunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang
terdiri dari 5 perlakuan dan 4 ulangan.
Persiapan hewan uji

Mencit betina galur Swiss Webster
yang berumur 2,5 bulan dengan bobot
badan 20-25 g diaklimasi pada kondisi
laboratorium selama 7 hari dalam kandang
agar dapat beradaptasi dengan kondisi
lingkungan yang baru. Kandang hewan uji
berupa kotak plastik berukuran 35 cm x 25
cm yang dilengkapi dengan penutup kawat
ram berukuran 40 cm x 60 cm, sekam padi,
tempat pakan dan tempat minum (Saputro,
2016). Pemberian pakan standar HI-PRO-
VITE Medicated 594 dan minum
dilakukan secara ad libitum.
Ekstraksi Daun Mimba

Sampel daun mimba yang akan
digunakan berupa sampel segar yang
diperoleh dari kawasan kampus FSM
UNDIP. Sampel segar dibersihkan dan
dikeringkan menggunakan oven selama + 7
hari. Daun yang sudah kering kemudian

dihaluskan dengan blender. Metode
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ekstraksi  didasarkan pada penelitian
Sitasiwi et al. (2017). Ekstraksi dilakukan
dengan mencampurkan 100 g sampel
dengan 1000 ml etanol 70%. Larutan
diaduk secara teratur dan didiamkan pada
suhu ruang selama 24 jam. Ekstrak
kemudian dipekatkan dengan evaporator
sampai didapatkan hasil akhir dalam
bentuk serbuk.
Persiapan Bahan Uji

Dosis ekstrak daun mimba yang
diberikan  mengacu pada
Sitasiwi et al. (2017) adalah 8,4 mg/kgBB,
11,2 mg/kgBB dan 14 mg/kgBB yang

dilarutkan dalam 10 ml air hangat. Larutan

penelitian

diberikan secara oral dengan volume 0,2
ml/mencit yang mengandung ekstrak daun
mimba 0,168 mg; 0,224 mg dan 0,28 mg.
Pembuatan sediaan pil kontrasepsi dengan
dasar konversi dosis manusia ke mencit
sebesar 0,00261 (Laurence dan Bacharach,
1964). Berdasar angka konversi tersebut,
dosis untuk mencit ditentukan dengan cara
mengencerkan 1 tablet (79,8 mg) ke dalam
7,16 ml akuades.
Pemberian Perlakuan dan Pengamatan
Perlakuan diberikan secara oral
dengan volume 0.2 ml/ekor setiap pagi hari
(08.00 — 10.30 WIB) selama 21 hari.
Selama perlakuan dilakukan pengamatan
konsumsi minum (setiap hari), konsumsi
pakan (setiap 3 hari) dan bobot badan

(setiap 7 hari). Pembedahan mencit dan
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isolasi organ ovarium dilakukan pada hari
ke- 22, kemudian dilakukan penimbangan
bobot dan pembuatan sediaan histologis
ovarium mencit. Pengamatan preparat
dilakukan dengan fotomikrograf untuk
menghitung jumlah folikel atresia pada
perbesaran 100x dan diameter folikel
atresia pada perbesaran 400x. Pengukuran
GSI dihitung sesuai rumus menurut Naghdi
et al. (2016) sebagai berikut.

BG

GSI'=__x 100

B

Keterangan:

GSI = gonadosomatik indeks (%),
BG = bobot gonad (g),

BB = bobot tubuh (g)

Analisis Data

Data bobot badan, bobot ovarium,
GSI, jumlah dan diameter folikel atresia
dianalisis dengan uji One way ANOVA
pada taraf kepercayaan 95%. Analisis data
jumlah folikel atresia dilanjutkan dengan
uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)
pada taraf kepercayaan 95%. Analisis data
menggunakan program SPSS (Statistical
Product of Service Solution)for Windows
versi 20.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis data penelitian dari
pemberian ekstrak ethanol daun mimba
terhadap GSI, jumlah dan folikel atresia
mencit betina ditunjukkan pada Tabel 1.
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Hasil ANOVA gonadosomatik indeks
(GSI) mencit betina menunjukkan tidak
terdapat perbedaan yang signifikan
(p>0,05) antara perlakuan ekstrak daun
mimba dengan kelompok kontrol. Rerata
GSI pada masing-masing perlakuan
memiliki nilai yang hampir sama. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa ekstrak daun
mimba tidak memengaruhi nilai GSI pada
mencit betina.

Hasil ANOVA terhadap jumlah
folikel atresia ovarium mencit betina
menunjukkan terdapat perbedaan yang
signifikan  (p<0,05) antara kelompok
kontrol dengan kelompok perlakuan
ekstrak daun mimba. Hal ini menunjukkan
bahwa ekstrak daun mimba dapat
menyebabkan hambatan perkembangan
folikel yang dibuktikan dengan adanya
peningkatan jumlah folikel atresia.Uji
lanjut Duncan menunjukkan vyaitu tidak
terdapat perbedaan yang  signifikan
(P>0,05) antara kelompok K(-) dengan
perlakuan P1 dan P2, kelompok K(+) tidak
terdapat perbedaan yang signifikan
(p>0,05) dengan perlakuan P2 dan P3.
Jumlah folikel atresia pada ovarium mencit
betina mengalami peningkatan seiring
dengan peningkatan dosis ekstrak daun
mimba yang diberikan. Hal ini dapat
diduga bahwa kematian folikel disebabkan
olen senyawa antifertilitas dari ekstrak

ethanol daun mimba.
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Hasil ANOVA ukuran diameter
folikel atresia menunjukkan tidak terdapat
perbedaan yang signfikan (p>0,05) antara
kelompok kontrol dengan perlakuan
ekstrak daun mimba. Berdasarkan hasil
tersebut, dapat diasumsikan  bahwa
pemberian ekstrak daun mimba tidak
memengaruhi  ukuran diameter folikel
atresia pada mencit betina.

Gonadosomatic index (GSI)
merupakan salah satu faktor penting yang
memengaruhi reproduksi (Adebayo et al.,
2009). Penurunan gonadosomatik indeks
akan  memiliki ~ konsekuensi  pada
fekunditas dan  tingkat  kesuburan
(Oluwatoyin et al., 2013). Nilai GSI yang
diperoleh dari penelitian ini adalah 0,155 —
0,207 %. Hasil penelitian Wu et al. (2015)
menunjukkan bahwa nilai GSI pada mencit
betina galur Balb/c yang berumur 6 bulan
kelompok kontrol adalah sekitar 0,0458 %
dan hasil penelitian Singh dan Lata (2015)
yang menunjukkan nilai GSI pada mencit
betina galur Parke berumur 3 bulan adalah
1,6 %. Adebayo et al. (2009) menyatakan
bahwa gonadosomatik indeks diukur dari
berat gonad per berat badan dan
dipengaruhi oleh jenis spesies, umur serta
musim kawin.

Hasil penelitian ini menunjukkan
peningkatan jumlah folikel atresia seiring
dengan peningkatan dosis ekstrak ethanol

daun mimba yang diberikan. Folikel atresia
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Tabel 1. Rerata GSI, jumlah dan diameter folikel atresia mencit betina setelah pemberian ekstrak

daun mimba selama 21 hari

Parameter Perlakuan
K(+) K(-) P1 P2 P3
Z+SD x+SD x+SD x+SD x+SD

GSI (%) 0.164*+0,04 0.207%+0,07 0,138%+0,05 0.169%+0,05 0.155%+0,04
Jumlah 25,25°+8,73 8,75% 45,56 9,52+8,89 1857 +6.93 28,57+8,58
Folikel

Atresia

Diameter 121,10°+35,09 108,05%4+30.04 134,17%426,49 128.,42%4+1242 101,88%+12 58
Folikel

Atresia (uUm)

Keterangan : Angka yang diikuti oleh superskrip yang sama pada baris yang sama menunjukkan
perbedaan tidak signifikan (p>0,05). K(+): kontrol dengan sediaan pil kontrasepsi, K(-):
kontrol dengan pelarut air, P1: perlakuan dengan ekstrak ethanol daun mimba dosis 8,4
mg/kgBB, P2: perlakuan dengan bahan uji dosis 11,2mg/kgBB, P3: kelompok
perlakuan dengan bahan uji dosis 14 mg/kgBB.

merupakan kondisi folikel yang tidak
sempurna atau rusak selama masa
perkembangannya (Mastuti dan Ciptono,
2017). Hasil penelitian Trissatharra dkk.
(2016) menunjukkan bahwa rerata jumlah
folikel atresia mencit betina kelompok
kontrol  berkisar antara 1-9. Hasil
penelitian ini menunjukkan jumlah folikel
atresia pada kelompok kontrol negatif
masih dalam kisaran normal yaitu 8.75%
5,556 dan semakin meningkat seiring
peningkatan dosis ekstrak daun mimba
yang diberikan. Hal ini diduga karena
senyawa antifertilitas yang terkandung
dalam ekstrak ethanol daun mimba dapat
mengganggu perkembangan folikel
sehingga terbentuk folikel atresia.

Ekstrak daun mimba memiliki

potensi sebagai antifertilitas (Sharma et al.,
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2013). Daun mimba memiliki kandungan
senyawa flavonoid, tritepenoid dan saponin
(Handayani, 2011; Apolonia dan Sukarjati,
2017).
estrogenik yaitu dapat bekerja seperti

Flavonoid mempunyai  efek
estrogen karena dapat berikatan dengan
reseptor estrogen (Satyaningtijas dkk.,
2014). Flavonoid merupakan fitoestrogen
yang paling kuat (Resende et al., 2013).
Fitoestrogen dapat menyebabkan estrogen
berikatan

alami tidak dapat dengan

reseptornya dan akan meningkatkan
jumlah estrogen bebas dalam darah (Liu et
al., 2013). Kadar estrogen yang tinggi di
dalam darah dapat menyebabkan sekresi
FSH terhambat sehingga perkembangan
folikel di dalam ovarium juga terhambat.

Perkembangan folikel yang terhambat ini

593


https://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/2193-1801-3-464#CR30

akan menyebabkan terbentuknya folikel
atresia (Rejeki dkk., 2017).

Triterpenoid dan saponin juga dapat
menyebabkan efek sitotoksik Satriyasa
(2016).  Senyawa triterpenoid  yang
memberikan  efek  sitotoksik  dapat
mengganggu metabolisme sel germinal
(Wijayanti dkk., 2016). Saponin dapat
mengaktifkan jalur apoptosis secara
intrinsik  maupun ekstrinsik, menahan
siklus sel dan memicu autofagositosis
(Tussanti  dkk., 2014).Saponin bersifat
sitotoksik terhadap sel terutama yang
sedang mengalami perkembangan seperti
pada saat oogenesis (Nurliani, 2007; Laili,
2016). Sifat sitotoksik dari ekstrak daun
mimba menyebabkan struktur dan fungsi
sel granulosa terganggu. Sel granulosa
yang mengalami gangguan  juga
menyebabkan  sintesis hormon  17-B-
estradiol terganggu (Asif, 2013; Sitasiwi et
al., 2017). Apoptosis yang terjadi pada
lapisan sel granulosa menyebabkan folikel
tidak mencapai tahap ovulasi dan
menyebabkan terbentuknya folikel atresia
(Li, et al., 2016).

Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa pemberian ekstrak ethanol daun
mimba tidak memengaruhi  ukuran
diameter folikel atresia. Rerata diameter
folikel atresia yang diperoleh berkisar

antara 101,88 — 134,17 um. Hasil tersebut
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menunjukkan bahwa rerata diameter
folikel atresia memiliki ukuran yang sama
dengan folikel antral. Hal ini diduga karena
senyawa estrogenik dari ekstrak ethanol
daun mimba hanya memengaruhi folikel
antral, sedangkan folikel pada masa awal
perkembangan tidak terpengaruh.
Baerwald et al.(2009) menyatakan bahwa
perkembangan folikel preantral lebih
dipengaruhi  oleh  nutrisi  daripada
gonadotropin, sedangkan perkembangan
folikel ~sekunder dan tersier lebih
dipengaruhi oleh stimulasi gonadotropin.
Hasil tersebut diperkuat dengan pernyataan
Orisaka et al. (2009) yaitu atresia atau
apoptosis sel granulosa tampak jelas dalam
fase preantral dan awal folikel antral.
Tahap transisi dari preantral ke awal antral
adalah fase folikel yang rentan mengalami
atresia.

Fase transisi folikel preantral ke
folikel antral, androgen memiliki peran
yang lebih penting daripada estrogen
(Drummond, 2006) Androgen berfungsi
untuk merangsang pertumbuhan folikel
preantral dan mitosis sel granulosa,
meningkatkan kerja FSH di dalam folikel
dengan cara meningkatkan ekspresi
reseptor FSH, aktivitas aromatase sel
granulosa yang diinduksi FSH dan
proliferasi serta pertumbuhan folikel
(Cardinas et al., 2002). Androgen
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disintesis di sel teka yang distimulasi oleh
LH dan reseptor androgen paling tinggi
terdapat pada fase preantral dan awal
folikel antral (Orisaka et al., 2009).
KESIMPULAN

Hasil  penelitian  menunjukkan
bahwa ekstrak ethanol daun mimba dapat
meningkatkan jumlah folikel atresia namun

tidak memengaruhi GSI dan ukuran

diameter folikel atresia pada mencit (Mus
musculus L.) betina.
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