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Red fruit extract (RFE) with its alpha tocopherol and betacaroten functioning
as antioxidant are expected able to prevent the free radical on the female reproducing
system. Due to the limited information concerning on the influence of RFE to the
reproduction function specifically at the growth of embryo, a study is then required
in order to know the influence of RFE to the level of fertilization and growth of mice
embryos during the preimplantation phase.

The application of RFE dose OmL, 0,05mL, and 0,1mL for seven days is done
to know its influence to the level of fertilization, then the application of RFE is
continued during 0-3 days stage of pregnancy (0 day of pregnancy is the formation of
the vaginal plug). It is done to know the influence of giving RFE to the level of
fertilization and growth of mice embryos during the pre-implantation phase. The
super-ovulation of the white mice is done by inseminating 5 IU PMSG and hCG (48
hours after PMSG), breeding those mice with male and female comparison = 1:1.
The single-cell-embryos are collected 20 hours after the inoculation of hCG by
incising of the oviduct at the CZB+Hepes+hyaluronidase medium, then, the egg cells
are cleaned in same medium without hyaluronidase. The ovum is fixated by using
glutaraldehyde 2,5% in PBS pH 7,4, soaked in neutral formalin 10%, dehydrated by
using ethanol of 95%, coloured with lacmoid 0,25% in acetic acid of 45%, the ovum
are then cleaned by applying acetoglycerol and is done by observing the pro-nucleus.
The morula and blastosis are collected after 84 hours after the inoculation of hCG,
each uterus is then flushed by applying CZB+Hepes medium, embryos are cleaned
by the same medium, and the last is the observation towards those embryos.

The influence of the red fruit extract (RFE) at level of white mice fertilization,
with dose 0,1mL significantly gives a positive effect (46,01%), when it is compared
with dose 0,05mL (37,51%) and controlled (16,38%) towards the formation of the
male pro-nucleus. The influence of RFE towards the formation of the female
pronucleus at dose 0,ImL (50,91%) and 0,05mL (62,49%), in fact, significantly
gives a negative effect (83,62%) at the control (54,16%). The influence of RFE to the
growth of embryo during the preimplantation phase with dose of 0,05 mL and 0,1mL
may inhibit the growth of mice embryos during the preimplantation phase.
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PENDAHULUAN

Bioteknologi saat ini telah mengalami perkembangan yang pesat dan
penelitian — penelitian yang telah dilakukan memberikan manfaat untuk mengatasi
masalah dalam sebagian aspek kehidupan. Salah satunya adalah dengan
menggunakan bioteknologi embrio, misalnya pemanfaatan aplikasi bioteknologi stem
cells yang digunakan sebagai terapi medis dengan menggunakan sel — sel inner cell
mass yang diisolasi dari blastosis. Kendala yang mungkin terjadi adalah adanya
radikal bebas yang terdapat pada lingkungan sekitar tubuh maternal ataupun yang
terdapat pada sistem reproduksi maternal, salah satunya adalah terjadinya radikal
peroksil pada membran sel, sehingga dapat mempengaruhi perkembangan embrio
khususnya tahap preimplantasi.

Embrio tahap preimplantasi merupakan salah satu bahan yang digunakan
untuk penelitian dibidang bioteknologi embrio (IVF/IVM= in vitro fertilization/
maturation, transfer embrio, dan stem cells). Tahap preimplantasi embrio merupakan
tahap perkembangan dasar sebelum tahap organogenesis (Rugh, 1968), tahap ini
merupakan tahap dimana embrio sangat tergantung pada nutrisi yang ada pada cairan
oviduk (Sumarmin dkk., 1999) dan untuk kelangsungan hidup embrio pada tahap
selanjutnya sangat tergantung dari keberhasilan hidup embrio pada tahap
preimplantasi ini.

Secara umum radikal bebas atau senyawa oksigen reaktif (reactive oxygen
species = ROS) adalah atom atau gugus yang orbital luarnya memiliki elektron yang
tidak berpasangan, bahan ini bersifat magnetik dan reaktif yang dapat menimbulkan
kerusakan atau kematian sel dalam tubuh. Adapun salah satu cara penangkalan
radikal bebas ini adalah dengan pemberian senyawa antioksidan. Antioksidan
berperan aktif menangkap radikal peroksil dengan memberikan atom hidrogennya
sehingga menjadi radikal baru yang bersifat lebih stabil karena terjadi delokalisasi
elektron yang tidak berpasangan (Maslachah dkk., 2004). Senyawa antioksidan yang
dapat menangkal radikal bebas dan biasa dikonsumsi diantaranya adalah alfa
tokoferol dan betakaroten (Maslachah dkk., 2004; Budi dan Paimin, 2005; Silva,
2006). Contoh senyawa alami yang mengandung kedua antioksidan tersebut adalah
ekstrak buah merah (EBM).



Menurut Budi dan Paimin (2005) ekstrak buah merah (EBM) mengandung
senyawa antioksidan (alfa tokoferol dan betakaroten) yang tinggi. Beta karoten
(vitamin A) dan alfa tokoferol (vitamin E) merupakan senyawa esensial yang
dibutuhkan pada fungsi reproduksi (Bendich and Langseth, 1989; Linder, 1992;
Chew et al., 1993; Rothman et al, 1995; Redmond et al, 2001; Schweigert et al.,
2003; Lintig and Vogt, 2004 dan Jishage et al., 2005). Suplementasi vitamin A pada
biri-biri yang disuperovulasi dapat meningkatkan pembentukan embrio blastosis
secara in vitro (Eberhardt et al., 1999). Penelitian yang dilakukan oleh Gajda et al.
(2008) efek suplementasi vitamin E terhadap kultur in vitro embrio babi dapat
meningkatkan produksi blastosis.

Ekstrak buah merah (EBM) dengan kandungan alfa tokoferol dan betakaroten
yang berfungsi sebagai antioksidan dapat menangkal radikal bebas yang terdapat
pada sistem reproduksi maternal, sehingga diharapkan dapat meningkatkan
keberhasilan perkembangan embrio tahap preimplantasi. Masih terbatasnya informasi
mengenai pengaruh EBM terhadap fungsi reproduksi khususnya pada perkembangan
embrio, maka perlu diteliti untuk mengetahui pengarun EBM terhadap tingkat
fertilisasi dan perkembangan embrio tahap preimplantasi mencit (Mus musculus) in
Vivo.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli 2007 — Desember 2007 di
Laboratorium Reproduksi dan Genetika Ternak Pusat Penelitian Bioteknologi
Lembaga IImu Pengetahuan Indonesia (LIPI) Cibinong, Bogor.

Mencit betina (2) (umur 6-8 minggu dengan berat badan 30-35 gram) yang
digunakan sebanyak 30 ekor terbagi menjadi 3 kelompok perlakuan, masing-masing
perlakuan 10 ekor yang terbagi menjadi dua subkelompok perlakuan, dan masing-
masing subkelompok terdiri dari lima ulangan. Pemberian EBM pada mencit ¢
dilakukan secara oral dengan dosis Al&A2 (OmL/ekor/hari); Bl&B2
(0,05mL/ekor/hari); dan C1&C2 (0,1mL/ekor/hari) (dosis mengacu metode Sakinah
(2007), Roza (2006) dan Intan (2006)). Pemberian EBM dilakukan selama 7 hari
berturut-turut sebelum fertilisasi (subkelompok pengamatan tingkat fertilisasi: Al,
B1, C1) dan selama 0-3 hari umur kebuntingan (subkelompok pengamatan tingkat

perkembangan embrio preimplantasi in vivo: A2, B2, C2).



Setelah terjadinya fertilisasi yang ditandai dengan terbentuknya vaginal plug,
yang sebelumnya telah dilakuan superovulasi pada hari ke-4 dan ke-7 perlakuan
yaitu dengan dengan suntikan 5 IU PMSG diikuti dengan suntikan 5 1U hCG secara
intraperitoneal. Waktu penyuntikan PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin)
adalah pada pertengahan siklus terang, yaitu pada pukul 12.00, sedangkan
penyuntikan hCG (Human Chorionic Gonadotropin) dilakukan 48 jam setelah
PMSG (Hogan et al, 1986), maka embrio selanjutnya dapat dikoleksi. Embrio 1-sel
dikoleksi 20 jam pasca penyuntikan hCG (Ayu, 2005) dengan menoreh bagian
oviduk pada medium CZB (Uranga dan Arechaga, 1997)+Hepes+Hyaluronidase.
Embrio tahap morula dan blastosis dikoleksi setelah 84 jam (3% hari) pasca
penyuntikan hCG (Hogan et al, 1986) cara pengoleksiannya adalah dengan
memflushing bagian uterus menggunakan medium CZB+Hepes.

Embrio 1-sel yang telah dikoleksi dicuci dengan medium CZB+Hepes.
Selanjutnya embrio diletakkan pada gelas benda, difiksasi, diwarnai dan diamati
pronukleusnya. Sedangkan embrio tahap morula dan blastosis diamati dan
dikelompokkan sesuai pada tahapannya (morula dan blastosis). Pengamatan
dilakukan dengan menggunakan stereo microscope untuk pengamatan pronukleus,
dengan perbesaran 1000x, inverted microscope untuk pengamatan morula dan
blastosis, dengan perbesaran 1000x.

Embrio 1-sel yang telah dikoleksi diletakkan diatas kaca obyek, lalu ditutup
dengan kaca penutup yang memiliki bantalan terbuat dari parafin dan vaselin (1:9)
dikeempat sudutnya. Difiksasi dengan glutaraldehyde 2,5% dalam PBS pH 7,4
selanjutnya dicelup ke dalam formalin netral 10% selama 4 jam pada suhu ruangan.
Sampel kemudian didehidrasi menggunakan etanol 95% dan diwarnai dengan
lacmoid 0,25% dalam asam asetat 45%, kemudian dicuci dengan mengalirkan
acetoglycerol pada sampel.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak buah
merah (EBM) terhadap tingkat fertilisasi dan perkembangan embrio tahap
preimplantasi mencit secara in vivo. Tingkat fertilisasi ditandai dengan pembentukan
pronukleus jantan dan betina, sedangkan perkembangan embrio tahap preimplantasi

ditandai dengan perkembangan embrio mencapai tahap morula dan blastosis.



A. Pengaruh Pemberian Ekstrak Buah Merah (EBM) Terhadap Tingkat
Fertilisasi
Tingkat fertilisasi sel telur pada penelitian ini dilihat dari prosentase
kehadiran pronukleus. Hasil pengujian statistik yang dilakukan terhadap prosentase
kehadiran pronukleus, untuk pengamatan tingkat fertilitas disampaikan pada Tabel 1
dan Gambar 1 berikut:

Tabel 1. Hasil Analisis Statistik Prosentase Pronukleus Jantan dan Betina setelah 20
jam pasca hCG

Jumlah
Perlakuan (n) Prosentase Pronukleus = SD
Pronukleus Jantan Pronukleus Betina
EBM OmL 98 16,38 * + 3,25 83,62 °+ 3,26
EBM 0,05mL 75 37,51°+ 1,57 62,49 ° + 1,57
EBM 0,1mL 67 46,01 ©+5,28 50,91° + 4,13

Keterangan: huruf yang berbeda pada satu kolom yang sama menunjukkan beda
nyata (signifikan p<0,05)
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Gambar 1. Grafik prosentase pronukleus jantan dan pronukleus betina

Prosentase perolehan pronukleus diambil dari waktu terbentuknya pronukleus
jantan dan betina. Terbentuknya pronukleus jantan dan betina adalah 8 jam pasca
fertilisasi, dimana 0 jam adalah 12 jam pasca hCG (saat ovulasi) (Ayu, 2005).
Pronukleus jantan terbentuk lebih dahulu daripada pronukleus betina (Harjanti, 2002;
Ayu, 2005) dan mengenai ukuran, pronukleus jantan biasanya lebih besar daripada
pronukleus betina (Rugh, 1968; Hafez, 1970; Ayu, 2005). Hasil dari pengamatan
dapat dilihat pada Gambar 2 berikut, dengan perbesaran 1000x:
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Gambar 2. Sel telur dengan pronukleus jantan dan betina.
Keterangan: 1). Pronukleus Jantan; 2). Pronukleus Betina;
3). Polar Bodi I; 4). Polar Bodi Il

Pemberian ekstrak buah merah (EBM) pada mencit selama 7 hari ternyata
memberikan pengaruh secara signifikan terhadap pembentukan pronukleus jantan
(PNJ). Pada pemberian EBM dosis 0,ImL memberikan efek positif pada
pembentukan PNJ. Berdasarkan hasil analisis statistik ternyata pemberian EBM dosis
0,1ml (46,01°45,28) berbeda secara signifikan terhadap kontrol (16,38%+3,25) dan
terhadap pemberian EBM dosis 0,05mL (37,51°+1,57).

Perbedaan yang signifikan pada pemberian ekstrak buah merah (EBM) dosis
0,05mL dan 0,1mL terhadap pembentukan pronukleus jantan (PNJ), karena
terciptanya lingkungan yang mendukung proses kapasitasi spermatozoa dalam sistem
reproduksi betina, sehingga dapat mempermudah proses pembentukan PNJ. Menurut
Meles (2006), faktor terjadinya perubahan kemampuan spermatozoa yang ada di
dalam saluran reproduksi betina untuk membuahi sel telur, disebabkan adanya
perubahan lingkungan di dalam saluran reproduksi betina yang berperan dalam
proses fertilisasi sehingga kapasitasi dan fertilisasi dapat berlangsung.

Ekstrak buah merah (EBM) yang mengandung alfa tokoferol, betakaroten dan
asam lemak yang diberikan pada mencit betina selama tujuh hari sebelum fertilisasi
dapat memberikan pengaruh terhadap lingkungan sistem reproduksi betina. Reactive
oxygen species (ROS) yang dihasilkan sperma berasal dari spermatozoa abnormal
yang berada pada semen (Agarwal dan Saleh, 2002 dan Maslachah dkk., 2004; Silva,
2006), akibat dari gangguan pada spermatogenesis (Agarwal and Saleh, 2002).



Terciptanya lingkungan sistem reproduksi betina yang mengurangi reaksi oksidan
pada spermatozoa sendiri oleh senyawa antioksidan dapat mendukung proses
kapasitasi spermatozoa dan meneruskan reaksi akrosomal sehingga pronukleus jantan
(PNJ) dapat terbentuk.

Alfa tokoferol yang terkandung dalan ekstrak buah merah (EBM) dapat
bertindak sebagai antioksidan yang akan menetralkan ROS menjadi inaktif atau
stabil. Menurut Agarwal dan Saleh (2002), ROS yang terdapat pada semen harus
inaktif atau kecil kadarnya, kadar yang kecil diperlukan untuk mengatur fungsi
normal sperma seperti kapasitasi sperma, reaksi akrosomal. Hal ini didukung oleh
hasil penelitian Maslachah dkk. (2004), dengan pemberian alfa tokoferol 100mg/kg
bb pada tikus yang diberi stressor berenang selama 30menit/hari selama 21 hari,
ternyata dapat mencegah penurunan jumlah spermatozoa normal.

Keberhasilan terbentuknya pronukleus jantan tergantung ketersediaan kadar
GSH (Glutathione Stymulating Hormone) pada ovum untuk mereduksi ikatan
disulfid (-S-S-) pada inti protamin spermatozoa menjadi ikatan -S-H- (thiol). Jika
kadar GSH pada ovum cukup, maka dengan tereduksinya ikatan disulfid status
kondensasi pada spermatozoa dapat berlanjut menjadi dekondensasi yang merupakan
syarat keberhasilan terbentuknya pronukleus jantan (PNJ) (Calvin and Bedford,
1971; Funahashi et al., 1995). Glutathione pada oosit memiliki peran penting pada
maturasi oosit (Luberda, 2005), selain itu GSH pada oosit juga berperan sebagai
antioksidan dan melindunginya dari aktifitas toksik yang dihasilkan ROS vyaitu
dengan memutus reaksi berantai, sehingga dapat meredam radikal berbahaya yang
terbentuk selama reaksi berantai (Luberda, 2005). Pemberian ekstrak buah merah
(EBM) yang mengandung alfa tokoferol dimungkinkan dapat membantu kerja GSH
dalam menangkal radikal bebas yang memapar ovum, sehingga ketersediaan GSH
pada ovum meningkat. Didukung dengan hasil penelitian yang dilakukan Khotimah
(2006) yang melakukan perlakuan paparan asap rokok pada tikus yang kemudian
diberi ekstrak jinten hitam yang kaya akan senyawa antioksidan, memberikan
pengaruh positif yaitu peningkatan kadar GSH paru dan GSH hepar dibandingkan
dengan kontrol negatif (tanpa pemberian ekstrak). Ketersediaan GSH pada ovum

yang meningkat dapat mencukupi kebutuhan GSH untuk mereduksi ikatan disulfid



pada inti protamin spermatozoa, sehingga status dekondensasi spermatozoa dapat
terjadi dan PNJ pun akan terbentuk.

Ekstrak buah merah (EBM) yang diberikan pada mencit betina selama 7 hari
ternyata juga memberikan pengaruh secara signifikan terhadap pembentukan
pronukleus betina (PNB). Berdasarkan hasil analisis statistik ternyata pemberian
EBM dosis 0,05mL (62,49"+1,57) berbeda secara signifikan (p<0,05) terhadap
kontrol (83,62°+3,26) dan terhadap pemberian EBM dosis 0,1ml (50,91°+4,13),
dimana pada pemberian EBM dosis 0,05mL dan 0,1mL presentase pembentukan
pronukleus betina lebih sedikit dibandingkan dengan kontrol.

Pada saat aktivasi sel telur terjadi, sel telur akan melanjutkan tahapan
perubahan inti (Harjanti, 2002), yaitu segera menyelesaikan pemasakan dari metafase
Il ke anafase Il, telofase Il dan membetuk pronukleus betina (Rugh, 1971). Proses
perubahan inti tersebut melibatkan aktifitas mikrotubul (Reksoatmodjo, 1993;
Campbell, 2002). Ekstrak buah merah dikenal sebagai obat anti kanker dan anti
tumor (Budi dan Paimin, 2005), penelitian yang telah dilakukan oleh Wiryowidagdo
(2006) EBM pada kultur in vitro sel kanker yaitu sel L1210 (penyebab kanker
leukimia) dan HelLa (penyebab kanker rahim), ternyata EBM pada dosis 20,04 pg/ml
dapat mematikan 50% sel kanker L1210, sedangkan pada sel kanker HelLa adalah
pada dosis 240 pg/ml. Penelitian yang dilakukan oleh Mun’im dkk. (2006) pada sel
tumor tikus yang diinduksi dengan DMBA (7,12-dimetilbenz(a)antrasen)
memberikan hasil yang positif, yaitu dengan pemberian EBM dosis 0,21ml/ 200g bb
dapat menghambat pertumbuhan tumor. Penelitian yang dilakukan oleh Astirin dkk.
(2007) terhadap sel kanker Raji, ternyata dengan pemberian EBM dapat mematikan
50% sel kanker Raji pada konsentrasi 0,03125 pL/mL dan melalui imunostaining
EBM memiliki aktifitas recycle gen P53 dengan memperlihatkan terjadinya
apoptosis yaitu adanya fragmentasi nukleus. Dari hasil penelitian Wiryowidagdo
(2006), Mun’im dkk. (2006) dan Astirin dkk. (2007) tersebut, kandungan dari EBM
yang dapat menghambat pertumbuhan kanker dan tumor, maka dapat disimpulkan
bahwa EBM memiliki aktifitas antikanker dan antitumor.

Mikrotubula pada umumnya sangat labil, cepat terakit maupun terurai. Hal
inilah yang menyebabkan sangat pekanya gelendong mikrotubula terhadap pengaruh

obat-obatan. Gangguan pada gelendong mikrotubula dapat mengganggu aktivitas sel



yang sedang membelah, biasanya zat-zat yang dapat mengganggu aktifitas
mikrotubul salah satunya adalah zat antikanker yang dapat mencegah terbentuknya
mikrotubula (Reksoatmodjo, 1993). Ekstrak buah merah yang telah terbukti memiliki
aktifitas sebagai antikanker dan antitumor, maka EBM juga dapat mengganggu
terbentuknya gelendong mikrotubulin pada proses meosis inti sel telur (metafase I,
anafase I, telofase I1), sehingga pembentukan pronukleus betina terhambat.
B. Pengaruh Pemberian Ekstrak Buah Merah (EBM) Terhadap
Perkembangan Embrio Tahap Preimplantasi

Pengaruh ekstrak buah merah (EBM) terhadap perkembangan embrio tahap
preimplantasi dilihat dari prosentase terbentuknya morula dan blastosis. Hasil
pengujian statistik yang dilakukan pada prosentase morula dan blastosis untuk
pengamatan pengaruh ekstrak buah merah (EBM) terhadap perkembangan embrio
tahap preimplantasi disampaikan pada Tabel 2 dan Gambar 3 berikut:

Tabel 2. Hasil Analisis Statistik Prosentase Morula dan Blastosis 84 jam pasca hCG

Jumlah
Perlakuan (n) Prosentase Morula dan Blastosis + SD
Morula Blastosis
EBM OmL 105 6,63 °%+1,28 93,36 *+ 1,28
EBM 0,05mL 105 15,88 ° + 3,37 84,12 ° +3,37
EBM 0,1mL 105 28,47 ©+ 2,46 71,53 °+ 2,46

Keterangan: huruf yang berbeda pada satu kolom yang sama menunjukkan beda
nyata (signifikan = p<0,05)
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Gambar 3. Grafik prosentase perkembangan embrio tahap preimplantasi
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Data tersebut diperolen dari waktu mulai terbentuknya blastosis, terbentuknya
blastosis adalah 84 jam pasca hCG (Hogan et al., 1986). Pemberian ekstrak buah
merah (EBM) selama 7 hari sebelum fertilisasi dan dilanjutkan selama 0-3 hari umur
kebuntingan. Adapun hasil pengamatan embrio morula dan blastosis dapat dilihat
pada Gambar 4 berikut, dengan perbesaran 1000x:

a b

Gambar 4. Gambar embrio mencit tahap morula dan blastosis
Keterangan: a). Morula; b). Blastosis; 1). Sel blastomer;
2). Zona pelucida; 3). Blastocoel; 4). Inner cell mass
Pengaruh pemberian EBM terhadap morula berdasarkan hasil analisis

statistik, ternyata pada ketiga dosis pemberian EBM memberikan hasil yang beda
nyata (p<0,05). Dosis 0,05mL (15,88" + 3,37) berbeda secara signifikan terhadap
pemberian EBM dosis 0,1mL (28,47 © + 2,46) dan kontrol (6,63 * + 1,28). Pada
pengaruh pemberian EBM terhadap blastosis berdasarkan hasil analisis statistik, juga
menunjukkan adanya beda nyata (p<0,05), pada dosis pemberian EBM dosis 0,05mL
(84,12 ° + 3,37) berbeda secara signifikan terhadap pemberian EBM dosis 0,1mL
(71,53 © + 2,46) dan kontrol (93,36% + 1,28). Dari hasil perhitungan statistik morula
dan blastosis diatas, terlihat bahwa pemberian EBM dosis 0,05mL dan 0,1mL,
ternyata belum tepat untuk perkembangan embrio tahap preimplantasi mencit, hal ini
terlihat dari masih terdapat embrio yang berada pada tahap morula di kedua
perlakuan (EBM 0,05mL= 15,88%, dan EBM 0,1mL= 28,47%) dibandingkan
dengan kontrol (6,63%).
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Ekstrak buah merah (EBM) pada kedua dosis yang diberikan pada mencit
belum tepat, karena dapat menghambat pembentukan blastosis. Menurut Neganova
(2000) penurunan kemampuan perkembangan embrio mamalia disebabkan disfungsi
mitokondria dan ATP yang tersedia rendah. Menurut Silva (2006) selama
perkembangan embrio, metabolisme dalam sel membentuk reactive oxygen species
(ROS) pada sekitar ekstraselulernya. Efek dari ROS pada perkembangan embrio
dapat memblok atau menahan perkembangan normal pada embrio. Semakin banyak
sel hasil perkembangan embrio tersebut, maka semakin banyak pula ROS yang
terbentuk.

Pada awal perkembangan embrio setelah fertilisasi, embrio masih tergantung
dengan ekspresi gen dari maternalnya, sehingga embrio masih dapat menangkal ROS
atas bantuan glutathione hormone stimulating (GSH) dari maternalnya. Pada sapi,
genom embrio ini diaktifkan pada tahap 8-16 sel, tanpa disertai sintesis GSH dari
tubuh maternalnya (Silva, 2006). Sedangkan pada embrio mencit genom embrio
diaktifkan pada tahap 2-sel (King, 1993). Dengan tidak adanya ekspresi gen dari
maternal pada embrio untuk menangkal ROS, maka embrio membutuhkan
peningkatan ATP untuk pemkembangan embrio (Silva, 2006). Pemberian ekstrak
buah merah pada kedua dosis (0,05mL dan 0,1mL), belum tepat untuk menyediakan
ATP dari oksidasi asam-asam lemak yang terkandung dalam EBM. Menurut Murray
et al. (2003), gangguan oksidasi asam lemak dapat terjadi akibat terdapatnya
peningkatan asam lemak bebas dalam plasma sehingga menyebabkan akumulasi
lipid. Akumulasi lipid ini terjadi akibat adanya defisiansi karnitin yang terjadi akibat
dari biosintesis yang tidak memadai atau adanya kebocoran ginjal. Karnitin disintesis
dari lisin dan metionin di hati dan ginjal.

Terjadinya defisiensi karnitin oleh asam — asam lemak yang terdapat pada
EBM ini diperkuat oleh adanya hasil penelitian pemberian EBM dosis tunggal 0,1
mL pada mencit yang dikawinkan, ternyata dapat mengakibatkan kerusakan pada
organ hati (Roza, 2006), ginjal (Intan, 2006) dan uterus (Suherman, 2006). Menurut
Gibson dan Skett (1991), obat yang yang sering diberikan dalam jangka waktu yang
lama dapat menyebabkan suatu organ tertentu menjadi jenuh. Kerusakan yang terjadi
pada organ hati yaitu degenersi berbutir dan degenerasi lemak (Roza, 2006).

Kerusakan yang terjadi pada organ ginjal yaitu degenerasi berbutir dan degenerasi
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hidropis pada tubulus korteks dan medula, serta terjadi atrofi glomerolus dan
glomerolus mengalami perlekatan dengan kapsula bowmen. Degenerasi adalah
dimana sel kehilangan struktur dan fungsi normal, biasanya progresif, dan apabila
berlanjut maka sel akan mengalami kematian. Pada penelitian yang dilakukan oleh
Suherman (2006), EBM dapat menyebabkan degenerasi dan kongesti pada organ
uterus. Kongesti merupakan suatu keadaan yang diakibatkan oleh terganggunya
aliran darah, sehingga sirkulasi darah menjadi lambat dan oksigenasi ke jaringan
menurun, karena darah masih berada dalam pembuluh darah.

Kongesti yang terjadi pada organ uterus yang telah dilaporkan dapat
mengurangi suplai oksigen dalam cairan uterus. Menurut Sumarmin dkk. (1999),
embrio preimplantasi sangat bergantung pada sekret kelenjar oviduk dan uterus.
Perkembangan embrio merupakan aktifitas dalam kondisi aerobik, yaitu akifitas
yang memerlukan oksigen (Campbell, 2004). Dengan berkurangnya suplai oksigen
akibat kongesti pada uterus maka perkembangan embrio akan terhambat. Rusaknya
hati dan ginjal yang telah dilaporkan diduga dapat mengahambat proses biosintesis
karnitin dan menyebabkan defisiensi karnitin karena karnitin disintesis dari lisin dan
metionin di hati dan ginjal. Akibatnya oksidasi B pada asam-asam lemak pada EBM
terhambat, sehingga kebutuhan ATP yang diperlukan untuk menangkal ROS yang
terbentuk selama perkembangan embrio tidak dapat terpenuhi dan mengakibatkan
penghambatan perkembangan embrio.

Alfa tokoferol bersifat stabil sebab mempunyai lipofilitas yang tinggi. Untuk
menjadi lebih polar maka alfa tokoferol harus diabsorbsi kembali, oleh karena obat
harus bersifat polar jika diekskresi (Gibson dan Skett, 1999; Maslachah dkk., 2004),
sehingga akan terjadi kejenuhan alfa tokoferol yang mengakibatkan alfa tokoferol
berfungsi sebagai oksidan (kurang reaktif) atau biasa disebut pro-oksidan (Maslachah
dkk., 2004). Secara normal antioksidan lebih efektif pada konsentrasi rendah (AA,
2007), dengan kata lain pada kondisi dimana telah terjadi kejenuhan alfa tokoferol
maka aktivitas antioksidan dari alfa tokoferol tidak dapat berfungsi secara maksimal
untuk menangkal ROS yang dihasilkan saat perkembangan embrio.

Penelitian tentang pengaruh pemberian vitamin E terhadap fertilitas, cleavage dan
perkembangan embrio pada mencit telah dilakukan oleh Hassa et al. (2007) namun

hasil menunjukkan bahwa tidak terdapat pengaruh terhadap fertilitas, cleavage dan
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perkembangan embrio mencit. Didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Jishage
et al. (2005) pada mencit, alfa tokoferol sangat diperlukan untuk proliferasi dan/atau
fungsi dari plasenta, tetapi tidak diperlukan oleh perkembangan embrio itu sendiri.
Penghambatan perkembangan embrio yang terjadi dikarenakan secara fisiologis ini
dapat terlihat pada individu-individu mencit yang menolak pemberian EBM dengan
memuntahkan kembali dan bersikap agresif, serta lama kelamaan bulu mencit
menjadi kusam.
KESIMPULAN

Pengaruh pemberian ekstrak buah merah (EBM) pada tingkat fertilisasi
mencit, dengan dosis 0,1mL memberikan efek positif dibandingkan dengan dosis
0,05mL dan kontrol terhadap pembentukan pronukleus jantan. Pengaruh pemberian
ekstrak buah merah (EBM) pada dosis 0,05mL dan 0,1mL menyebabkan hambatan
terhadap pembentukan pronukleus betina. Pengaruh pemberian EBM perkembangan
embrio tahap preimplantasi dengan dosis 0,05 mL dan 0,1mL pada embrio mencit

menyebabkan hambatan perkembangan embrio preimplantasi.
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